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resumo 
 
 
Os avanços recentes na área das Ciências Biomédicas exigem a necessidade 
de desenvolvimento de materiais que permitam a reconstrução óssea, 
facilitando o crescimento e regeneração dos tecidos. Tais materiais deverão 
apresentar a capacidade de libertarem fármacos localmente e de uma forma 
controlada. Os materiais fosfocálcicos, particularmente aqueles à base de 
hidroxiapatite (Hap), são dos mais importantes e adequados a este tipo de 
aplicações. Apresentam a vantagem de serem quimicamente semelhantes à 
parte inorgânica do tecido ósseo, o que lhes confere propriedades biológicas 
únicas, tais como excelente bioactividade e osteoconductividade. Possuem, 
além disso, a capacidade de adsorverem substâncias com interesse biológico, 
o que os torna aplicáveis como sistemas de libertação controlada de fármacos. 
No presente trabalho prepararam-se grânulos de Hap, por atomização de 
suspensões aquosas de partículas de hidroxiapatite com diferentes 
morfologias, precipitadas a partir de soluções de cálcio/citrato/fosfato. Os 
resultados mostraram que as diferentes características morfológicas das 
partículas precipitadas de Hap foram determinantes para a microestrutura dos 
grânulos atomizados e para a sua evolução durante o tratamento térmico. 
Mostrou-se ser possível preparar grânulos com diferentes fases cristalinas que 
possuem capacidades adsortivas diferentes. Obtiveram-se deste modo 
materiais com diferentes áreas superficiais e com diferentes fases cristalinas, 
com potencialidades para serem estudados como suporte de fármacos. 
Estudou-se o comportamento dos grânulos porosos de Hap face à adsorção e 
à libertação do fármaco anticancerígeno 5–Flourouracil (5-FU). Os resultados 
dos estudos de adsorção revelaram que o modelo de Langmuir é o que melhor 
se ajusta aos valores experimentais obtidos. Conclui-se no entanto não existir 
um modelo de reacção único que descreva a cinética da adsorção do 5-FU 
pelos grânulos.  
Com o objectivo de elucidar o papel dos grupos citrato presentes nos grânulos
de Hap no processo de adsorção do fármaco efectuaram-se ensaios de 
adsorção de 5-FU em partículas de Hap comerciais, originais ou previamente 
tratadas com citratos. Os resultados indicam que a presença de citrato na 
superfície das partículas inibe a adsorção do fármaco.  
Avaliou-se ainda a possibilidade de preparação de um suporte de fármaco por 
atomização de suspensões de nanopartículas de Hap em 5-FU. Os resultados 
revelaram que à temperatura de trabalho a molécula do fármaco se degrada, 
pelo que deverão ser exploradas condições de atomização diferentes, de 
modo a ultrapassar este problema. De referir, no entanto, que os resultados 
apontam a possibilidade de se usar o processo de atomização para preparar 
fluorapatite a partir de nanopartículas de Hap. 
 
 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Os resultados dos estudos de libertação do fármaco pelos grânulos permitiram 
concluir que a taxa de libertação do fármaco em estudo pode ser controlada 
utilizando grânulos com diferentes características, nomeadamente área 
superficial/porosidade, composição de fases cristalinas e estado de superfície.
Conclui-se também que os iões presentes no meio de libertação têm forte 
influência nos processos de libertação, afectando a sua velocidade.  
Os resultados obtidos sugerem a viabilidade da aplicação de grânulos porosos 
apatiticos como sistemas de libertação do fármaco 5-Flourouracil. 
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abstract 
 
In biomedical research there is a growing need in developing materials for bone 
substitution which will promote the regeneration and growth of the surrounding 
tissue. Such materials should be not only biocompatible, resorbable, but also 
bioactive. At the same time they should have the capability of releasing 
chemicals, drugs and growth factors at controlled kinetics. Advantages of 
implantable drug delivery systems can include high release efficiency, precise 
dose control, low toxicity and allow to overcome disadvantages connected with 
conventional methods.  
Calcium phosphate-based materials, in particular hydroxyapatite-based ones 
are among the most important for biomedical applications. As they have similar 
chemical composition as human bone, they demonstrate excellent 
biocompatibility with hard tissues and reveal bioactive, osteoconductive 
properties. Besides, their capability of adsorbing biological active molecules 
makes them interesting materials to be used as carriers for drugs, growth 
factors and stem cells. Porous apatite particles, due to their microporous 
structure, can ensure a slow and controlled release of an incorporated drug.  
In the present work, hydroxyapatite granules were produced by spray drying 
suspensions of particles with different morphologies, previously precipitated in 
calcium/citrate/phosphate solutions. It was observed that the morphology of the 
suspended particles was determining the spray dried granules morphology and 
microstructure. Besides, the heat treatment of the spray dried granules 
modifies not only the granules porosity but also its crystal phase composition. It 
was demonstrated the possibility of producing apatite granules with different 
phase composition and, as consequence, with different adsorption behaviour. 
Materials with different specific surface area and different phase composition 
with potentialities to be studied and used as drug carriers were thus 
synthesized.  
The adsorption and release behaviour of porous apatite granules, which are 
intended to be used as 5-Flourouracil (5-FU) delivery systems and bone 
regeneration templates were also investigated in this work. Adsorption results 
may by described as Langmuir-type isotherms. Adsorption kinetics studies can 
be described by an intra-particle diffusion model only during a specific period of 
time. Besides, a pseudo second order diffusion model can be adjusted to the 
experimental results during all the adsorption period. FTIR spectrum of the 
porous apatite granules show not only the characteristic adsorption bands of 
HAp but also two stretching bands assigned to the carboxylic group (COO-) 
belonging to the citrate ion. In order to get more insight the role of those citrate 
species during the adsorption process of 5-FU, commercial Hap particles 
surface have been pretreated with citric acid. Results obtained for the 
adsorption of 5 FU in these conditions revealed that the adsorbed citrate 
groups condition the adsorption of the drug.  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 Another study also undertaken in this work was related with the obtention of a 
drug carrier by spray drying suspensions of Hap nanoparticles in 5-FU solution. 
The results showed that at the spray drying temperature the drug molecule 
suffer degradation. In order to overcome this problem, different spray drying 
conditions must be tried. Although, it must be pointed out the possibility of 
obtain fluorapatite by spray drying a suspension of Hap nanoparticles. 
Results of in-vitro release of 5-FU allow to conclude that the release rate can 
be controlled by using apatite granules with different characteristics as a drug 
carrier. Besides, it can also be concluded that the composition of the released 
medium has a great influence in the release process, affecting the release rate. 
These results suggest that the so produced porous apatite granules may serve 
as an effective tool for the local administration of the drug 5-Flourouracil. 
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“A mente que se abre a uma nova ideia jamais voltará ao seu 
tamanho original…” 
Albert Einstein 
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Introdução e Objectivos 
A maior parte dos fármacos hoje disponíveis no mercado são administrados por via oral. 
Com efeito, a facilidade das tomas, a menor dependência de terceiros para a manutenção 
da terapêutica e os menores custos de produção que estes apresentam, justificam a opção 
crescente tanto dos utentes como da Industria Farmacêutica. No entanto, parece ser 
consensual que a administração das formas orais ditas convencionais (comprimidos, 
cápsulas) poderá levar a uma libertação pouco específica dos respectivos princípios 
activos, a qual depende de numerosos factores fisiológicos. Tal facto tem contribuído para 
o interesse crescente da comunidade científica no desenvolvimento de sistemas que 
permitam a libertação selectiva e localizada de fármacos, possibilitando assim o aumento 
da eficiência do tratamento e a diminuição dos efeitos adversos associados aos sistemas 
convencionais de administração. 
Torna-se pois evidente a necessidade de recorrer ao uso de sistemas de libertação 
controlada de fármacos para tentar conjugar as formas orais de administração com o perfil 
farmacocinético adequado a cada caso específico. Basicamente pretende-se modificar ou 
melhorar as características de libertação dos sistemas activos, de modo a permitir o 
aumento da acção dos fármacos e a redução da frequência de administração. As 
formulações destinadas à obtenção de sistemas de libertação controlada devem permitir 
modificar a configuração dos perfis de libertação, eliminando os consecutivos máximos e 
mínimos verificados nos métodos tradicionais de administração, contribuindo deste modo 
para a manutenção na corrente sanguínea de uma concentração estável do sistema activo 
Figura 1 [1]. 
O primeiro sistema libertador de fármaco (SLF) foi desenvolvido em meados dos anos 
trinta, tendo como objectivo aumentar o nível de um fármaco no sangue. No entanto só nos 
anos 70 é que os sistemas libertadores começaram a ser desenvolvidos com objectivos 
comerciais, embora com configurações muito primárias[2, 3]. 
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Entre os modernos SLF destacam-se alguns materiais bioceramicos fosfocálcicos devido às 
suas propriedades de biocompatibilidade, osteoconductividade, e biodegradablidade que, 
ao papel de veículo do fármaco, podem acrescentar valências muito interessantes como a 
de funcionar como suporte de crescimento de células e de facilitar a regeneração do osso. 
Estudos recentes evidenciaram a capacidade adsortiva de alguns materiais fosfocálcicos 
porosos face a uma droga modelo, apontando-os como potenciais candidatos para futuras 
aplicações como SLF. O aprofundamento do conhecimento sobre o comportamento 
adsortivo e de libertação do fármaco alvo por parte dessa classe de materiais é no entanto 
fundamental para se desenhar e projectar o SLF pretendido.  
O presente trabalho tem como objectivo geral o estudo do comportamento de grânulos 
porosos de hidroxiapatite face à adsorção e à libertação do fármaco anticancerigeno 5-
Flourouracil. Pretende-se caracterizar o processo dinâmico de adsorção do fármaco bem 
como os aspectos mais relevantes da sua libertação in vitro, tentando identificar parâmetros 
determinantes para a funcionalidade do SLF. 
 
 
Figura 1- Perfil de libertação de um fármaco no plasma sanguíneo em função do 
tempo: (A) em processos resultantes por SLF e (B) convencionais de administração 
. Adaptado da ref [1] . 
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1.1. Sistemas libertadores de fármacos 
 
Um sistema de libertação controlado de fármaco deve permitir um controlo tanto espacial 
como temporal do agente activo libertado, induzindo a reacção química desejada no 
paciente e melhorando o seu estado de saúde [4, 5]. Grande parte dos sistemas libertadores 
de fármacos desenvolvidos apresentam comportamentos semelhantes, ou seja inicialmente 
é libertada uma quantidade apreciável de fármaco seguindo-se a desaceleração da taxa de 
libertação até se atingir um nível estável, que se irá manter durante um período de tempo 
mais ou menos longo. Este comportamento é tipicamente representado por uma curva de 
libertação sinodal, Figura 2 [6]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Actualmente, os libertadores controlados de fármacos podem ser classificados segundo 
dois critérios distintos: um refere-se à configuração final do suporte utilizado como SLF e 
o outro ao modo como podem ser administrados os SLF no corpo humano. As 
configurações finais existentes de um SLF podem ser agrupadas em sete grandes 
categorias, tais como: cápsulas, membranas, nanoesferas, microsferas, materiais porosos, 
hidro-gels e materiais receptivos, podendo as diversas configurações ser produzidas por 
materiais de variada natureza. No que refere ao modo de administração são conhecidas 
cinco formas diferentes, sendo elas: a administração por injecção, por inalação, oralmente, 
por implantação e na forma transdermal. 
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Figura 2-Esquema representativo de uma libertação típica sinodal
[6] 
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Os SLF podem ainda permitir a libertação de substâncias activas (químicas ou biológicas) 
que podem ser muito úteis no tratamento da doença em causa. A estas vantagens acresce o 
facto de possibilitarem uma libertação local do fármaco a uma taxa controlada, 
aumentando a eficácia do tratamento e exigindo quantidades inferiores de fármaco. A 
formulação destes sistemas veio, por outro lado, possibilitar a administração de uma 
dosagem controlada de fármacos durante longos períodos de tempo, que se podem 
prolongar nalguns casos até aos cinco anos [7, 8]. 
Contudo dado que estes novos sistemas de libertação são muito dispendiosos a razão 
custo/beneficio é muito elevada comparativamente com os métodos tradicionais de 
administração de fármacos [8]. 
Genericamente no desenvolvimento de um libertador controlado de fármacos, devem ser 
tomadas em consideração determinadas características por forma a permitir um melhor 
desempenho e uma maior eficácia no tratamento de doenças. Os principais requisitos que 
se exigem de um SLF são os seguintes [7, 8]: 
i) Biocompatibilidade de forma a não ser tóxico, antigénico, carcinogénico, 
inflamatório e trombogénico; 
ii) A taxa de degradação do suporte in vivo deve ser previsível; 
iii) Os produtos resultantes da degradação devem ser facilmente excretados do 
organismo; 
iv) Após implantação, deve apresentar um comportamento análogo ao dos tecidos 
circundantes; 
v) O perfil de libertação do fármaco deve ser preciso e correcto; 
vi) Deve existir estabilidade do fármaco no sistema libertador; 
vii) Deve ser esterilizável [9]; 
A microestrutura do material de suporte, em particular a sua porosidade, tamanho e 
distribuição de poros, bem como a existência de um certo grau de interconectividade 
influenciam o comportamento de libertação do fármaco [10]. A existência de poros de 
tamanho submicrométrico favorece a aplicação como sistemas de libertação controlada, 
uma vez que contribui para uma interacção mais forte das moléculas do fármaco com as 
paredes dos poros, assegurando tempos de libertação maiores. 
Para uma melhor compreensão da preparação, propriedades e funcionalidade dos 
dispositivos fosfocálcicos utilizados como SLF, apresenta-se seguidamente uma revisão de 
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assuntos estruturada da seguinte forma: primeiramente abordam-se as propriedades e 
métodos de preparação de materiais fosfocálcicos. Seguidamente apresentam-se modelos 
correntemente utilizados para o estudo e caracterização da dinâmica dos fenómenos de 
adsorção e do seu estado de equilíbrio. A completar esta revisão apresentar-se-ão alguns 
estudos que documentam o comportamento de libertação de fármaco de alguns SLF 
reportados na literatura.  
 
1.2. Materiais cerâmicos fosfocálcicos 
 
No presente capítulo apresenta-se a revisão de aspectos relacionados com a preparação e 
propriedades de suportes para libertação de fármacos. Atendendo aos objectivos definidos 
para o presente trabalho, esta revisão de assuntos focará fundamentalmente os suportes 
fosfocálcicos. 
A maioria dos materiais fosfocálcicos usados experimentalmente in vivo são ortofosfatos 
de cálcio (Ca-P), isto é materiais que contêm o grupo ortofosfato PO43-. Existem duas 
categorias diferentes de Ca-P identificadas como: (1) Ca-P de baixas temperatura, obtidos 
por precipitação a partir de soluções aquosas e/ou próximo da temperatura ambiente, e (2) 
Ca-P de alta temperatura obtidos por reacções a temperaturas elevadas [11]. A maior parte 
dos produtos de Ca-P comerciais existentes no mercado pertencem a esta segunda 
categoria.  
Na tabela 1 apresentam-se os fosfatos de cálcio mais utilizados em aplicações médicas e 
algumas das suas características, nomeadamente produtos de solubilidade (a 25 e a 37ºC), a 
razão Ca/P e o pH de estabilização em soluções aquosas a 25ºC. 
Devido ao facto de possuírem características químicas e morfológicas muito similares ás 
do osso natural e aos parâmetros da sua resposta biológica, nomeadamente a 
biodegradação, os materiais fosfocálcicos são muito importantes em aplicações clínicas 
[12]. De todos os fosfatos de cálcio apresentados na tabela 1, apenas dois são estáveis em 
contacto com os fluidos humanos e á temperatura do corpo humano (37ºC): se o pH dos 
fluidos humanos for inferior a 4.2 a fase que se mantém estável é o fosfato dicálcio 
(CaHPO42H2O, brushite, C2P), ao passo que para valores de pH superiores a fase estável 
presente é a hidroxiapatite (Ca10(PO4)6(OH2), Hap) [13]. Assim, a solubilidade dos Ca-Ps 
em meio fisiológico é muito importante: quando esse valor for menor do que o 
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correspondente à parte mineral do osso, degradar-se-á a uma velocidade muito lenta; se, 
pelo contrário, a solubilidade dos Ca-P for maior do que a parte mineral do osso, o material 
degrada-se rapidamente [14]. 
Tabela 1- Características de alguns fosfatos de cálcio* [14] 
Razão 
Ca/P Composto Formula 
Solubilidade 
a 25ºC, 
-log (Kps)  
Solubilidade 
a 37ºC, 
-log(Kps) 
pH de 
estabilização 
em soluções 
aquosas a 
25ºC 
CaP precipitados     
0.5 Fosfato monocálcio monohidratado Ca(H2PO4)2H2O 1.14 - 0.0-2.0 
1.5-
1.67 
Hidroxiapatite 
deficiente em cálcio 
Ca10-
x(HPO4)x(PO4)6-
X(OH)2-x 
(0<X<1) 
~85.1 ~85.1 6.5-9.5 
1.2-2.2 Fosfato de cálcio amorfo Cax(PO4)2nH2O [c] [c] [c] 
1.0 Fosfato dicálcio dihidratado CaHPO4.2H2O 6.59 6.63 2.0-6.0 
1.0 Fosfato dicálcio não hidratado CaHPO4 6.90 7.02 [d] 
1.33 Fosfato octacalcio Ca8(HPO4)2(PO4)4.5H2O 
96.6 95.9 5.5-7.0 
CaP altas temperaturas     
1.5 α-Fosfato tricálcico α –Ca3(PO4)2 25.5 25.5 [b] 
1.5 β-Fosfato tricálcico β -Ca3(PO4)2 28.9 29.5 [b] 
0.5 Fosfato monocálcio não hidratado Ca(H2PO4)2 1.14 - [d] 
1.67 Hidroxiapatite Ca10(PO4)6(OH)2 116.8 117.2 9.5-12 
2.0 Fosfato tetracálcio Ca4(PO4)2º 38-44 37-42 [b] 
[b]- Este composto não pode ser precipitado a partir de soluções aquosas. [c]- não pode ser medido com precisão. [d]- 
estável apenas a temperaturas superiores a 100ºC. [e]- Encontra-se sempre na forma metastável. *adaptação da ref. [14] 
 
Um outro aspecto relevante é a solubilidade do osso no seu ambiente biológico. Os estudos 
realizados mostraram que a solubilidade da parte mineral do osso está muitas vezes 
relacionada com a concentração de iões que integram o fluido extracelular tais como: Ca2+; 
PO43-, e CO32-. Para além disso a solubilidade é afectada pelos processos de reabsorção 
pelos osteoblastos. Estas células têm a particularidade de produzir grandes quantidades de 
ácido quando contactam com a superfície do osso e, como consequência, de induzir a 
dissolução mineral do osso [12]. 
O diagrama das isotérmicas de solubilidade de diferentes fosfatos de cálcio em solução 
aquosa é apresentado na Figura 3.  
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De uma forma genérica os cerâmicos fosfocálcicos degradam-se in vivo segundo a seguinte 
ordem [11, 15, 16]:  
CaHPO4 >CaHPO4.2H2O >Ca8H2(PO4)6.5H2O >Ca3(PO4)2 >Ca10(PO4)6OH2. 
Entre os vários tipos de cerâmicos fosfocálcicos, merecem particular atenção a 
hidroxiapatite (Hap) e o b-tricálcio fosfato (b-TCP) devido a certos aspectos da sua 
resposta biológica em ambientes fisiológicos, nomeadamente o facto de possuírem a 
capacidade de estimular a proliferação das células [17], e pela razão de serem os materiais 
mais usados em medicina [15]. A Hap e o b-TCP são os materiais fosfocálcicos que 
apresentam menor solubilidade (Figura 3). Destaca-se o material cerâmico b-TCP por ser 
um material bioreabsorvível ao final de 1 a 2 anos, por ter a capacidade de induzir a 
formação de osso a partir do contacto com o cologéneo e posterior acumulação de células e 
proteínas na superfície, seguido de um processo de reabsorção dos iões presentes no fluido 
humano [17] e por ter muito sucesso em praticas clínicas, como por exemplo em 
tratamentos de desvios naturais da espinha dorsal, ou na união de aberturas existentes na 
coluna vertebral [15]. Quanto à hidroxiapatite, tem sido exaustivamente estudada por ser o 
material fosfocálcico mais estável em soluções aquosas e também por ser considerada 
como o material mais biocompatível [11]. Para além das particularidades interessantes que 
a Hap e o b -TCP apresentam separadamente, diversos estudos realizados mostraram que a 
combinação dos dois materiais num só dando origem a um compósito bifásico de fosfato 
Figura 3- Isotérmicas de solubilidade em agua de diferentes 
fosfatos de cálcio. A solubilidade é expressa pela quantidade 
total de iões cálcio na solução [12] 
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de cálcio (BFC) tornou-se mais aprazível para determinadas aplicações, por apresentar 
propriedades melhoradas comparativamente ás dos materiais Hap e b-TCP isolados [17]. 
 
1.2.1.  Hidroxiapatite 
 
A hidroxiapatite (Hap, Ca10(PO4)6(OH)2) é um dos fosfatos de cálcio que se encontra 
presente em maior percentagem na componente mineral inorgânica do tecido ósseo [18]. 
Essa fase inorgânica pode incluir pequenas quantidades de outros compostos de cálcio, 
nomeadamente o carbonato de cálcio, o fluoreto de cálcio, o hidróxido de cálcio e o citrato 
de cálcio. A hidroxiapatite natural existente no osso humano é predominantemente 
cristalina, embora possa existir na fase amorfa. Provou-se cientificamente que a 
hidroxiapatite sintetizada em laboratório é compatível com o tecido biológico [17]. As suas 
propriedades físicas e químicas foram exaustivamente estudadas e os resultados obtidos 
mostraram que o seu comportamento in vivo é muito semelhante ao comportamento da 
hidroxiapatite biológica [18]. Além disso, outros estudos revelaram que a hidroxiapatite 
laboratorial possui bioactividade e biocompatibilidade superiores a outros materiais 
fosfocálcicos existentes [19]. No entanto o uso clínico da Hap apresenta algumas 
limitações devido à sua lenta biodegradação. Estudos realizados in vivo durante longos 
períodos de tempo demonstraram que a hidroxiapatite só começa a ser reabsorvida 
decorridos 4 ou 5 anos após o implante [15]. A velocidade de reabsorção é uma 
característica importante para a aplicação de materiais como implantes, pois o processo de 
degradação do implante é concomitante com a formação do novo tecido. 
 
1.2.1.1. Estrutura cristalina da hidroxiapatite 
 
O conhecimento da estrutura cristalina da Hap continua a ter um papel importante no 
entendimento da aplicabilidade deste material. Por exemplo, a morfologia dos cristais pode 
ser definida pelos estados de energia existentes na superfície das faces dos cristais [20], 
estados de energia esses que não podem ser discutidos sem o conhecimento da estrutura 
cristalina [20]. Além disso, é possível correlacionar a estrutura cristalina com os 
fenómenos que ocorrem na superfície, em particular com a capacidade da hidroxiapatite 
adsorver iões ou moléculas [20]. A hidroxiapatite (Ca10(PO4)6(OH)2) possui uma dimensão 
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de célula unitária de a=b=0,94182 nm e c=0,68814 nm, pertence ao grupo espacial P63/m 
(176) e apresenta uma difracção máxima de raios-X no plano (211) [21-23]. Foram 
identificadas como fases cristalinas da hidroxiapatite a hexagonal e a monoclínica [24]. 
Basicamente a célula unitária da estrutura monoclínica é obtida a partir da hexagonal, isto 
é, devido a alterações das condições experimentais de preparação (pressão e temperatura) 
ocorre a duplicação do parâmetro de rede b, bem como um arranjo alternado da cadeia de 
aniões [24]. Normalmente à estrutura cristalina hexagonal da hidroxiapatite está associada 
a não estequiométria, enquanto que a estrutura monoclínica é normalmente estequiométrica 
[24]. No entanto não é simples preparar hidroxiapatite estequiométrica devido à grande 
facilidade de ocorrência de substituições atómicas [24]. Uma hidroxiapatite 
estequiométrica é caracterizada por uma razão de Ca/P de 10:6 e uma densidade de 3,219 
g/cm3 [21, 22]. Genericamente a célula unitária hexagonal da hidroxiapatite possui 10 iões 
cálcio localizados em sítios não equivalentes, 4 em sítios I (CaI) e 6 em sítios II (CaII). Os 
iões cálcio dos sítios I encontram-se alinhados em colunas, enquanto que os iões cálcio dos 
sítios II se localizam nos vértices de triângulos equiláteros perpendiculares à direcção c da 
estrutura. Os catiões CaI encontram-se coordenados a 6 átomos de oxigénio pertencentes a 
diferentes tetraedros de grupos PO4 e também combinados a três outros átomos de 
oxigénio que se encontram relativamente distantes. O facto da estrutura da hidroxiapatite 
apresentar dois sítios catiónicos tem consequências importantes no que refere á aceitação 
de impurezas catiónicas, impurezas que podem ser decisivas para as propriedades e 
características finais. Os átomos de cálcio e fósforo presentes na estrutura da hidroxiapatite 
formam um arranjo hexagonal no plano perpendicular ao eixo cristalino de alta simetria. A 
estrutura é composta por colunas constituídas por triângulos equiláteros de iões (O2-) e de 
iões cálcio (Ca2+) empilhados, ligadas entre si por iões fosfato. Dos quatro átomos de 
oxigénio que constituem os grupos fosfatos, dois situam-se em planos perpendiculares à 
direcção c e os outros dois em planos paralelos a essa direcção. Os tetraedros dos grupos 
PO4 encontram-se dispostos de tal forma que possibilitam a formação de dois tipos de 
canais perpendiculares ao plano basal. Um dos canais tem o diâmetro de 2 Å e é ocupado 
por átomos de (CaI). O outro canal possui um diâmetro de 3,5 Å e é constituído por iões 
(CaII). É no interior desses canais que ocorrem as distorções na estrutura cristalina que 
permitem distinguir a forma hexagonal da monoclínica [2, 25]. Uma representação 
esquemática da estrutura da célula unitária da hidroxiapatite é apresentada na Figura 4. 
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1.2.2. β-Fosfato tricálcico  
 
A elevada taxa de reabsorção do b-fosfato tricálcico in vivo, comparativamente à de outros 
materiais fosfocálcicos, constitui uma vantagem [26]. A obtenção do b-TCP não é possível 
por processos de precipitação directa, mas sim por tratamento térmico de outros fosfatos de 
cálcio. O b-TCP é um material estável à temperatura ambiente, e é menos solúvel em água 
do que o fosfato tricálcico α. Porém, em ambientes fisiológicos a calcificação biológica 
deste composto não ocorre. No entanto o corpo humano possui a capacidade de formar um 
composto semelhante, a “whitlockite” (Ca,Mg)3(PO4)2), cuja composição é muito idêntica 
á do b-TCP (com algumas substituições na estrutura cristalina de iões cálcio por iões 
magnésio), que pode ser encontrado na pedra dos dentes, na carie dentária e nas cartilagens 
com artrites [11, 15, 16]. 
 
 
 
Figura 4- Ilustração de :(A) estrutura do cristal; (B) faces ac ou bc de 
hidroxiapatite; (C) organização dos iões OH- na estrutura da hidroxiapatite [2]  
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Figura 5- Esquema de uma estrutura 
modelo de β-TCP [28] 
1.2.2.1. Estrutura cristalina do b-Fosfato tricálcico  
 
A estrutura cristalina do b-tricálcico fosfato (b-TCP) apresenta simetria romboédrica com 
grupo espacial R3c e célula unitária com as seguintes dimensões: a=b=10.4331Å e c= 
37.375(6) Å [27]. A estrutura é semelhante á do Ba3(VO4)2 embora com uma ligeira 
distorção. Para além disso a estrutura do Ba3(VO4)2 possui menos unidades do que a célula 
hexagonal unitária do b-TCP [27, 28]. Devido á semelhança das estruturas cristalinas, 
descreve-se e compara-se a estrutura do Ba3(VO4)2 com a do b-TCP. A estrutura cristalina 
do Ba3(VO4)2 é descrita por camadas de grupos VO4 ligadas a dois tipos diferentes de 
átomos Ba. Um dos átomos de Ba está na coordenação 12 com a camada, e o outro na 
coordenação 10 entre a camada 
dando origem a uma coluna de 
(VO4...Ba(1)... VO4... Ba(2)). Tal 
como a estrutura do Ba3(VO4)2, a 
estrutura de β-TCP possui uma 
coluna A constituída por (P(1)O4... 
Ca4...Ca5...P(1)O4) e uma coluna B 
de (P(1)O4...Ca4...Ca(5)...P(1)O4) 
que surge de forma repetitiva na 
estrutura, figurando ambas as 
colunas A e B paralelas ao eixo C 
[27, 28]. A estrutura modelo do β-
TCP ao longo do eixo (1-10) é 
ilustrada na Figura 5 [26]. Na tabela 
2 apresentam-se de forma resumida 
os parâmetros cristalográficos mais 
importantes dos dois fosfatos de 
cálcio considerados. 
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Tabela 2- Parâmetros cristalográficos da hidroxiapatite e do β- fosfato tricálcico [23]. 
 
1.3. Métodos de preparação de materiais fosfocálcicos 
 
Têm sido propostos vários processos de preparação para a hidroxiapatite, verificando-se 
uma influência marcante do tipo de método de preparação nas propriedades finais do 
material obtido. Entre estas, a estequiometria, a estrutura cristalina e a porosidade são as 
mais determinantes para o comportamento biológico de tais materiais [14]. Os processos 
de síntese de materiais fosfocálcicos têm sido amplamente reportados na literatura 
compreendendo, para além do método convencional (reacções em estado sólido), os 
seguintes métodos: a precipitação em soluções aquosas [29, 30] a técnica de spray 
ultrasónico acoplado com “freeze-drying” [31], os métodos hidrotérmicos [14], os 
processos de precipitação na presença de um agente gelatinoso [32] e mais recentemente a 
micro emulsão [33, 34], a electrocristalização [35], a “spray-pirolise” e a radiação de 
microondas [14]. 
Dos processos de síntese de materiais fosfocálcicos apresentados, a técnica de freeze 
drying possui a vantagem de conduzir a um pó com homogeneidade á escala molecular e 
com aglomeração mínima, características estas resultantes do arrefecimento rápido do 
material a baixas temperaturas e da sublimação do gelo em determinadas condições de 
vácuo [31]. 
A técnica de micro emulsão parece ser uma metodologia de síntese muito promissora, pois 
permite a obtenção de nanomateriais com morfologias variadas, tais como: cones, agulhas, 
esferas, tubos e fios, a partir do ajuste da razão água/ solvente orgânico [34].  
Alguns autores têm recorrido à técnica de precipitação de partículas em presença de 
agentes gelatinosos, com o principal objectivo de inibir o crescimento das partículas, 
conseguindo desta forma produzir materiais fosfocálcicos com dimensões nanométricas. 
No entanto esta técnica tem desvantagens relativamente a outras já apresentadas, pois as 
nanopartículas obtidas por este processo não se apresentam individualizadas, mas sim 
fortemente aglomeradas [32]. 
Compostos Simetria Parâmetros de Rede (Å) 
Hidroxiapatite [Ca10(PO4)6(OH)2] Hexagonal (P63/m) a=b= 9,4182(5); c=6,8814(4); у= 120 
Β- Fosfato tricalcio [β-Ca3(PO4)2] Rhombohedral (R3c) A= 10,4331(4); c= 37,375(6); у= 120 
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A precipitação em soluções aquosas é uma das técnicas mais utilizadas que viabiliza a 
utilização de diversas combinações de reagentes sendo, as mais comuns a do hidrogénio di-
amónio de fosfato com o nitrato de cálcio e a do ácido ortofosfórico com o hidróxido de 
cálcio. A primeira combinação requer o uso de solução aquosa de amónia para manter o 
pH em torno de 9. A equação que globalmente descreve a precipitação é a seguinte: 
  10Ca(NO3)2+6(NH4)2HPO4+8NH4OH Ca10(PO4)6(OH)2+20NH4NO3+6H20  (Eq. 1) 
 
A maior desvantagem deste método é a baixa pureza dos pós precipitados que geralmente é 
condicionada pela pureza do nitrato de cálcio. As partículas obtidas por este processo 
apresentam normalmente grandes quantidades de amónia o que exige elevado número de 
lavagens para a sua remoção. A segunda combinação de reagentes é mais vantajosa do que 
a primeira para a produção industrial visto que o único subproduto que gera é água. A 
equação global que se aplica neste caso é a seguinte:  
                    10Ca(OH)2 + 6H3PO4 Ca(PO4)6(OH)2 + 18H2O                              (Eq. 2) 
 
Este processo apresenta também alguns inconvenientes, nomeadamente a baixa 
cristalinidade que caracteriza as partículas precipitadas [30].  
A síntese hidrotérmica é uma técnica de precipitação que envolve elevadas pressões e 
temperatura e que, no caso da hidroxiapatite, apresenta por vezes problemas associados à 
presença de impurezas na estrutura cristalina de Hap [14]. 
A técnica de electrocristalização tem sido bastante usada devido ao facto do controlo 
processual ser simples, de possibilitar uma grande variedade composicional, e de permitir 
precipitar sobre superfícies e assim revestir materiais com geometrias complexas. No 
entanto esta técnica também induz a introdução de impurezas nas partículas finais, e a 
formação do fosfato de cálcio amorfo. Segundo alguns estudos recentes o fosfato de cálcio 
amorfo é visto como um percursor da apatite biológica e pode ser facilmente transformado 
em hidroxiapatite carbonatada que por sua vez possui um papel positivo na osteocondução 
e osteoindução visto que é mais reabsorvível e induz uma maior calcificação do osso do 
que a hidroxiapatite pura [35].  
Uma outra técnica muito conhecida mas pouco utilizada na síntese de partículas 
fosfocálcicas é a atomização de soluções. Relativamente ás anteriormente apresentadas 
esta técnica apresenta a vantagens de produzir num único passo e num curto espaço de 
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tempo os pós fosfocálcicos. Normalmente a precipitação de partículas de Hap ocorre 
quando a solução de cálcio e fósforo que alimenta o atomizador é vaporizada para o 
interior de uma câmara aquecida. Mediante os fenómenos de transferência de calor e massa 
em torno de cada gotícula ocorre a precipitação de partículas de Hap. As soluções de cálcio 
e fósforo usadas são normalmente muito sensíveis a pequenas variações de temperatura, e 
consequentemente pode ocorrer precipitação antes de serem vaporizadas o que dificulta o 
controlo do processo, razão pela qual a atomização de soluções de fosfato de cálcio é um 
método menos utilizado do que outros já referidos. 
A morfologia das partículas fosfocálcicas assume um papel muito importante no 
desempenho dos materiais em meios fisiológicos. Um dos tipos de morfologias que tem 
despertado interesse é o de grânulo poroso, visto que se adequa à junção de transportador 
de fármacos e/ou de moléculas de interesse biológico, e por outro lado tem sido 
recomendado em detrimento de outras morfologias para a minimização de reacções 
inflamatórias e indução da osteointegração [36, 37]. 
A obtenção de grânulos porosos de hidroxiapatite pode ser conseguida através de diversas 
técnicas tais como a atomização de suspensões [22, 38] o método de expulsão de gota [39], 
a utilização de líquidos imiscíveis [37], a extrusão [40] e a peletização [36]. 
Segundo a literatura o método de expulsão de gota é um processo simples, realizado á 
temperatura ambiente e que não necessita de solventes orgânicos, o que torna 
especialmente indicado para ser usado como transportador de enzimas [39]. Quanto ao 
método de líquidos imiscíveis, mostrou ser um processo de obtenção de grânulos mais 
complexos mas com os inconvenientes de utilizar por vezes agentes orgânicos que podem 
ser tóxicos e prejudiciais para o organismo [37]. A técnica de extrusão reportada na 
literatura é exposta de uma forma pouco detalhada percebendo-se no entanto que é possível 
obter grânulos de tamanho variável, entre 200 e 400μm, e com poros de tamanho 
compreendido entre 5 e 25 μm [40]. 
A técnica de atomização é um processo com larga utilização industrial e envolve 
essencialmente a formação e a secagem de uma gota de liquido. A aglomeração de pós 
finos, grânulos ou agregados por um processo contínuo pode ser conseguida através da 
atomização de soluções liquidas, de emulsões ou de suspensões. Nos pós obtidos por 
atomização é possível controlar com precisão a humidade final, a homogeneidade e a 
morfologia final dos aglomerados [41, 42]. A utilização da técnica de atomização apresenta 
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vantagens relativamente a outras técnicas de obtenção de grânulos, pois permite obter 
materiais com diferentes porosidades e ainda a esterilização dos grânulos [43]. Convém no 
entanto referir que o processo de atomização de soluções e/ou suspensões não é exclusivo 
da indústria cerâmica, existindo outras indústrias tais como a química, a alimentar, a 
farmacêutica, a de fertilizantes, a de polímeros, a de resinas e a de agentes biológicos que 
também recorrem a esta técnica de granulação [42-44]. 
A atomização tem sido usada para a preparação de sistemas de libertação controlada de 
fármacos (SFL), porque possibilita a incorporação do fármaco nos grânulos na etapa de 
formação dos mesmos. Muitos são os estudos reportados na literatura sobre a atomização 
de solução ou suspensão de fármacos, em que normalmente a solução ou suspensão base é 
de natureza polimérica. Esses estudos documentam a influência dos parâmetros de 
atomização como a temperatura, a velocidade de sucção, o tempo de residência dos 
grânulos na câmara de secagem, as características das soluções e o grau de dispersão do 
fármaco nas propriedades dos pós obtidos [45, 46]. Muitos dos SLF obtidos por 
atomização devido ao seu tamanho e características não são utilizados tal como 
preparados, mas antes colocados posteriormente no interior de cápsulas poliméricas, ou 
prensados na forma de comprimidos [44]. 
Alguns dos materiais fosfocálcicos porosos obtidos por atomização tem sido utilizados 
como SLF sendo no entanto o carregamento do fármaco feito por adsorção, porque por 
essa via é possível libertar uma dada concentração de fármaco, por um longo período de 
tempo, num local especifico do osso e ao mesmo tempo promover a formação de novo 
tecido ósseo [47]. Nesses casos o estudo do comportamento adsortivo dos materiais, é de 
particular importância para o doseamento da quantidade de fármaco a ser transportada pelo 
SLF.  
 
1.4. Adsorção 
 
Define-se por adsorção o fenómeno que ocorre entre a superfície de um determinado 
material e as moléculas de um dado fluido e mediante o qual se estabelece uma ligação 
química e/ou física entre a superfície e as referidas moléculas [48]. A adsorção envolve 
assim a migração de uma dada espécie para a superfície do sólido, migração essa 
relacionada com desequilíbrios de forças superficiais existentes no sólido adsorvente. 
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Devido a esse campo de forças ocorre a atracção de moléculas que estão próximas da 
superfície por um determinado período de tempo, normalmente denominado de tempo de 
retenção. Segundo a literatura o tempo de retenção das moléculas na superfície do 
adsorvente é proporcional à energia de adsorção. A capacidade adsortiva do material é 
fortemente influenciada pela sua macro e microporosidade e pelas características das 
moléculas do adsorbato [48, 49]. Na Figura 6 apresenta-se esquematicamente o processo 
de adsorção [50].  
 
Quando uma solução com uma determinada composição química entra em contacto com o 
material sólido adsorvente, ocorre adsorção das espécies químicas presentes na solução 
pelo sólido e, após um período de tempo suficiente, estabelece-se o equilíbrio entre os dois 
meios. Quando se atinge o equilíbrio, a quantidade adsorvida por um sólido é tanto maior 
quanto maior for a área superficial do adsorvente. O processo de adsorção é dependente de 
variáveis tais como: a temperatura, a pressão e a transferência de massa envolvida no 
sistema adsorbato-adsorvente [48]. 
 
Macroporo 
ampliado
Molécula 
adsorvida
Microporo 
Solido adsorvente 
poroso
Figura 6- Esquema representativo do processo de adsorção de moléculas em sólidos porosos com 
macro e mcro porosidade, adaptado da ref. [49]. 
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1.4.1. Adsorção: Caracterização do equilíbrio 
 
A adsorção de uma dada espécie pode ser avaliada quantitativamente através de 
determinadas correlações, as chamadas isotérmicas, que caracterizam a relação de 
equilíbrio entre a concentração dessa espécie na fase fluida (c) e a concentração da mesma 
espécie na fase adsorvente (w) a uma determinada temperatura. Os gráficos (w versus c) 
obtidos podem apresentar diversas formas, fornecendo informações importantes sobre 
mecanismos de adsorção (Figura 7). A isotérmica linear, passando pela origem, caracteriza 
a situação em que a quantidade adsorvida é proporcional á concentração do fluido. As 
isotérmicas convexas descrevem situações favoráveis ou extremamente favoráveis à 
adsorção pois grandes quantidades adsorvidas podem ser obtidas com baixas concentrações 
de soluto. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mas até hoje o entendimento e a previsão do modo como os processos de adsorção 
ocorrem tem-se revelado complicado, visto existirem muitos factores que podem 
influenciar a adsorção e a forma final da isotérmica, tais como: o pH, a temperatura, o tipo 
de adsorvente, a dimensão do elemento adsorvido, e o estado da superfície, entre outros 
[51, 52]. 
São numerosas as isotérmicas referidas na literatura, sendo as mais frequentemente 
utilizadas em estudos de adsorção as seguintes: a isotérmica de Langmuir [53], a de 
Figura 7- Isotermica de adsorção. Adaptada da ref 
[47] 
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Freundlich [54], a de Dubinin-Radushkevich [48], a de Temkin, a de Giles e a de 
Brunauer, Emmett e Teller [49]. 
Por serem frequentemente utilizadas para descrever resultados de adsorção de compostos 
químicos ou biológicos na superfície de sólidos porosos, analisar-se-ão seguidamente as 
isotérmicas de Langmuir, Frendlich e Dubinin-Radushkevich. 
 
1.4.1.1. Isotérmica de Langmuir  
 
Langmuir em 1918 foi o primeiro investigador a propor um modelo de adsorção suportado 
por uma base teórica coerente, fundamentando-se em considerações cinéticas [48]. A teoria 
de Langmuir descreve a adsorção de uma espécie em monocamada, numa superfície ideal, 
considerando que o processo de adsorção é localizado, ou seja, que cada molécula 
adsorvida ocupa um único local, sendo todos os locais de adsorção energéticamente 
equivalentes. Esta teoria admite ainda que cada local pode acomodar apenas uma única 
molécula ou átomo e que não ocorrem interacções entre as moléculas adsorvidas em locais 
vizinhos. A equação que descreve esta isotérmica é a seguinte [55]: 
Ce/Qe=((1/ KL)+(( aL / KL). Ce)) [56]                                                                             (Eq.3) 
 
onde Qe (mol/g) corresponde á quantidade de soluto adsorvido por massa de adsorvente, 
Ce (mol/L) é a concentração de soluto em solução na condição de equilíbrio, aL (L/mmol) 
designa a concentração máxima de soluto adsorvido e KL é a constante de equilíbrio de 
Langmuir (L/g) [57]. O parâmetro aL (L/mol) relaciona-se com a energia de adsorção [58]. 
A partir da razão KL/aL é possível determinar a capacidade de saturação teórica da 
monocamada Qo, através das seguintes equações [58, 59]: 
Qo =KL/aL [56] ou                                                                                                                                                             (Eq. 4) 
1/Qo  = NAσo/ Asp [60]                                                                                             (Eq. 5) 
 
onde NA é o numero de Avogadro’s, Asp é a área superficial especifica do adsorvente e σo a 
área ocupada por uma molécula de adsorvido [60]. 
No sentido de documentar a frequência com que a isotérmica de Langmuir tem sido 
invocada para descrever resultados experimentais referentes à adsorção de diferentes tipos 
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de moléculas em superfícies fosfocálcicas, apresentam-se seguidamente alguns estudos 
reportado na literatura.  
Chirdon estudou a adsorção de um aminoácido, que possuía um grupo Catechol (3,4-
dihidroxifenil) na superfície da hidroxiapatite e comparou os seus resultados com outros 
realizados com aminoácidos com grupos polares diferentes. Verificou que a quantidade de 
material adsorvido na superfície da hidroxiapatite dependia fortemente da massa molecular 
do aminoácido, do tipo de locais de adsorção e de propriedades como a polaridade dos 
solventes e o pH que podiam afectar a protonação dos solutos e a velocidade de adsorção e, 
consequentemente, os mecanismos de adsorção. Além disso, apurou que o tipo de 
isotérmica que melhor descrevia os processos de adsorção era a de Langmuir [61]. Gamal e 
Nikos também realizaram estudos de adsorção de aminoácidos em hidroxiapatite e 
concluíram igualmente que a adsorção de aminoácidos era convenientemente descrita por 
uma isotérmica de Langmuir [53, 62]. Benaziz utilizou dois tipos de aminoácidos, o O-
Phospho-L-Serine e o L-Serine, em ensaios de adsorção em partículas de apatite pouco 
cristalinas e, à semelhança dos autores anteriormente referidos, verificou que a isotérmica 
de Langmuir era a que melhor descrevia os processos [63]. Dos estudos realizados com 
aminoácidos pelos diferentes autores parece poder presumir-se que a adsorção de 
aminoácidos em materiais à base de hidroxiapatite é geralmente descrita por uma 
isotérmica de Langmuir, sendo pouco relevantes as características das partículas e/ou do 
aminoácido.  
Devido á importância das proteínas nos sistemas biológicos, são também vários os estudos 
realizados com diferentes tipos de proteínas em materiais fosfocálcicos. Fargues realizou 
estudos de adsorção de hemoglobina e de soro de albumina de bovino (BSA) num gel de 
hidroxiapatite e observou que a quantidade de proteínas adsorvidas era dependente do pH 
da solução de adsorção, constatando que a isotérmica de Langmuir era a que melhor se 
ajustava aos seus resultados experimentais [51]. Bouropoulos utilizou na adsorção por 
partículas de Hap, a proteína amelogenin encapsulada em nanoesferas de polímero. 
Segundo o autor estas nanosferas com proteína possuem a capacidade de numa fase inicial 
promoverem a nucleação e crescimento de cristais de apatite. Verificou que o modelo de 
Langmuir se aplicava bem aos seus resultados e que a adsorção das nanoesferas na 
superfície da hidroxiapatite ocorria possivelmente de uma forma selectiva e em locais 
específicos [64]. A. Yin referiu que o modelo de Langmuir tem sido muito utilizado para 
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descrever uma variedade de fenómenos de adsorção incluindo a de proteínas, 
particularmente a da histidine na hidroxiapatite e na superfície do esmalte dos dentes [57]. 
Reportou-se também que a hidroxiapatite tem a capacidade de adsorver fortemente 
proteínas não cologénicas que favorecem a mineralização do osso e que existe uma grande 
afinidade entre a superfície da hidroxipatite e alguns péptidos que regularmente participam 
no estágio inicial da formação do tecido ósseo [62].  
Misra realizou vários estudos de adsorção em partículas de hidroxiapatite com variados 
compostos como citratos metálicos alcalinos e o N-feniglicinato de potássio. Constatou 
que, independentemente do tipo de elemento adsorvido, o modelo que melhor descrevia a 
adsorção de espécies na superfície de partículas de hidroxiapatite era o de Langmuir. 
López-Macipe realizou estudos com espécies citrato a duas temperaturas diferentes, à 
temperatura ambiente e à temperatura fisiológica e a dois valores de pH (6 e 8) tendo 
verificado que os resultados obtidos se apresentavam concordantes com o modelo de 
adsorção de Langmuir [58]. Num outro estudo de adsorção com acido cítrico, em 
partículas de hidroxiapatite sintetizadas por um processo de precipitação num reactor 
descontínuo a diferentes temperaturas e ao mesmo valor de pH, Enrique Vega, mostrou 
que as isotérmicas de adsorção obtidas obedeciam á equação proposta por Langmuir. Além 
disso o autor obteve conclusões semelhantes ás de López-Macipe no que se refere à 
interacção entre iões cálcio e aniões citrato na interface do sólido com a solução: o ião 
citrato forma um complexo muito estável com os ião cálcio da hidroxiapatite, ligando-se de 
uma forma bidentada, ou seja, o ião citrato liga-se a dois iões cálcio [65].  
Dos estudos apresentados conclui-se pois que o modelo de Langmuir descreve bem os 
processos de adsorção de espécies muito variadas na superfície de diferentes partículas de 
hidroxiapatite.  
 
1.4.1.2. Isotérmica de Freundlich  
 
Um outro tipo de isotérmica muito utilizada para traduzir fenómenos de adsorção, é a 
isotérmica de Freundlich [59, 60], tendo sido uma das primeiras equações empíricas 
proposta para descrever resultados de adsorção. Originalmente a equação era apenas 
utilizada como uma correlação empírica de dados experimentais, sendo só mais tarde 
deduzida matematicamente por Appel em 1973. Por ser usada numerosas vezes por 
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Freundlich foi-lhe atribuído o seu nome, passando a ser conhecida por modelo de adsorção 
de Freundlich [66]. O modelo é obtido assumindo que a superfície é energéticamente 
heterogénea no sentido em que a energia de adsorção varia de local a local e, para cada 
local, a adsorção é independente da que ocorre nos restantes locais. Outra consideração 
subjacente à teoria de Freundlich é a que em cada local só adsorve uma única molécula. 
Para além das considerações referidas, o modelo de adsorção de Freundlich considera 
ainda que o processo de adsorção apresenta uma distribuição exponencial do calor de 
adsorção a partir da monocamanada [60]. 
A equação da isotérmica de Freundlich é dada por: 
log Qe = log KF+ (1/n)log Ce                                                                                                                               (Eq. 6) 
em que: 
Ce (mol/L) corresponde á concentração da espécie adsorvida na condição de equilíbrio e 
Qe (mol/g) á concentração da espécie adsorvida, KF é a constante de Freundlich que indica 
a capacidade de adsorção do material e n o expoente de Feundlich que designa a 
reactividade dos locais energéticos do material em estudo. KF e n são, geralmente, 
dependentes da temperatura [48]. Os parâmetros KF e n podem ser determinados a partir da 
equação (Eq.6) quando conhecidos os valores experimentais de Ce e de Qe, estando 
aqueles relacionados com a distribuição dos locais energéticos de adsorção (n) e da 
capacidade de adsorção do material adsorvente (KF) [60, 67]. 
Apesar de ser uma das isotérmicas mais utilizadas para descrever os processos de adsorção 
em superfícies energeticamente heterogéneas, são poucos os estudos realizados com 
materiais fosfocálcicos que são descritos pela isotérmica de Freundlich. 
Resultados obtidos para a adsorção do anticancerígeno cisplatin ((NH3)2PtCl2) em cristais 
de hidroxiapatite indicaram que o processo de adsorção do fármaco na superfície das 
partículas era descrito por uma isotérmica de Freundlich [54]. Porém, os autores 
efectuaram um outro estudos de adsorção com o mesmo fármaco, cisplatin, em 
nanopartículas de fosfato de cálcio e hidroxiapatite em soluções tampão de fosfatos a duas 
temperaturas diferentes, 24 e 37ºC. Concluíram que à temperatura ambiente os processos 
de adsorção eram descritos por uma isotérmica de Freundlich, enquanto que à temperatura 
fisiológica a equação que melhor descrevia os resultados experimentais era a de Langmuir 
[68]. Os resultados obtidos deste estudo sugerem que a variação da temperatura da solução 
tampão de fosfatos é suficiente para alterar os processos de adsorção para este tipo de 
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partículas especificas. Benaziz efectuou estudos de adsorção de dois aminoácidos, a 
fosfoserine e a serine, na superfície de partículas de apatite pouco cristalinas com o 
objectivo de simular o que ocorre no meio fisiológico. Os resultados obtidos revelaram-se 
diferentes dos esperados pelo autor no que respeita ao tipo de isotérmica que neste caso se 
aplicou aos resultados experimentais. Apesar das suas expectativas relativamente à 
isotérmica de Langmuir, Benaziz concluiu que a adsorção dos aminoácidos era descrita por 
um modelo de adsorção de Freundlich [63]. O modelo de adsorção de Freundlich também 
tem sido apontado para descrever a adsorção na superfície de outros materiais para além 
dos compostos fosfocálcicos. Como exemplo, cite-se o trabalho de Yoshida que estudou a 
adsorção da proteína BSA num polímero duro de (DEAE) e verificou que a adsorção da 
proteína, fortemente dependente do pH do meio, era descrito pelo modelo de Freundlich 
[69]. Mesalam e seus colaboradores utilizando titanato sintético de ferro III no estudo do 
processo de adsorção de iões metálicos pesados, verificaram também que a equação de 
Freundlich era a que melhor descrevia a adsorção dos iões Zn2+ e Cd2+, a diferentes 
concentrações de iões metálicos [70]. Doula realizou ensaios para testar o efeito da 
adsorção do cobre em caulinos, a quatro temperaturas diferentes, e verificou que a 
isotérmica de Freundlich se ajustava adequadamente à descrição dos resultados 
experimentais [71]. 
 
1.4.1.3. Isotérmica de Dubinin-Radushkevich 
 
Dubinin, em 1966, desenvolveu um outro modelo matemático para descrever os processos 
de adsorção em sólidos porosos [48]. O modelo foi desenvolvido para o carbono activado, 
pois este apresenta uma estrutura complexa, com macroporos de tamanhos igual ou 
superior a 1000Å e microporos da ordem dos 10Å. Segundo o autor, é na rede dos 
microporos que reside a maior capacidade adsortiva por causa da dimensão dos poros 
comparativamente á das moléculas adsorvidas. De acordo com o autor o mecanismo de 
adsorção nos microporos é completamente diferentes do que ocorre numa superfície ou 
num poro largo, onde a adsorção ocorre por um processo em camadas. Nos microporos, o 
mecanismo envolve o enchimento dos microporos pois, as forças de adsorção actuam em 
toda a área do microporo, e como consequência aumentam o potencial de adsorção que se 
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traduz num acréscimo do calor de adsorção nos microporos comparativamente com a 
superfície [48]. Esta isotérmica é descrita pela seguinte equação: 
ln Qe = ln qm –βε2 [56]                                                                                                 (Eq. 7) 
 
Sendo qm a capacidade teórica de saturação da monocamada de Dubinin-Radushkevich 
(mmol/g), β o coeficiente de afinidade ou coeficiente de similaridade, e ε o potencial de 
Polanyi que está relacionado com a energia de adsorção, e é imutável para um adsorbente 
especifico. O potencial de Polanyi pode ser calculado através da equação [72]: 
ε =RT.ln(1+(1/Ce)) [56]                                                                                               (Eq. 8) 
 
sendo R a constante dos gases perfeitos (8,31 J/molK) e T(K) a temperatura absoluta a que 
decorre o ensaio. Para além das expressões matemáticas apresentadas, Dubinin-
Radushkevich propõe também, com base na expressão matemática da isotérmica, o cálculo 
da energia livre de adsorção, E, a partir de equação:  
E=1/√2β [56]                                                                                                                 (Eq. 9) 
Os valores de E dão informação sobre os mecanismos de adsorção: se o valor estiver 
compreendido entre 8 e 16 KJ/mol o processo de adsorção é considerado químico; se ficar 
fora desse intervalo é reconhecido como um processo de adsorção físico [73]. 
Kovář analisou os processos de adsorção e absorção em carvão, e verificou que a 
isotérmica de Dubinin descrevia bem os resultados de adsorção [74]. Morales, nos seus 
ensaios, verificou também que a isotérmica de Dubinin se ajustava bem aos seus resultados 
experimentais referentes à adsorção do benzeno na superfície de polietileno (PET) [75]. 
Philip Pendleton estudou a influência da temperatura na adsorção de benzeno em 
microporos de sílica e concluiu que a adsorção se dava em duas etapas distintas: uma 
inicial que correspondia à adsorção nos macroporos e uma segunda referente à adsorção 
nos microporos. O autor observou também que a equação de Dubinin se aplicava aos seus 
dados experimentais [76]. 
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1.5. Adsorção: estudos cinéticos 
 
A abordagem do processo de adsorção como uma reacção química permite tratá-la 
genericamente como uma reacção de ordem n. Dada assim pela equação:  
dC/dt=-KCn                                                                                                                 (Eq. 10) 
 
Sendo dC/dt a variação da concentração adsorvida com o tempo t, e K a constante cinética 
da reacção.  
Diversos modelos podem ser usados para expressar cinéticas de adsorção de um dado 
composto por um sólido. No entanto, as cinéticas de adsorção mais conhecidas e utilizadas 
são descritas por equações de pseudo primeira ordem [77, 78] ou pseudo segunda ordem 
[56] ou ainda pelo modelo de difusão intrapartícula [79]. A designação de pseudo ordem n 
aplica-se a situações particulares em que, por exemplo, as concentrações dos reagentes tem 
valores substancialmente diferentes. No caso de uma reacção de segunda ordem: 
A + B  C 
Cuja cinética seja descrita pela equação: 
v=-dCA/dt = K’CA CB                                                                                                  (Eq. 11) 
 
se a concentração do reagente, CA, for muito superior à do reagente B, a concentração do 
reagente A não sofrerá grandes alterações durante a reacção. A concentração do reagente 
em excesso manter-se-á pois praticamente constante face à do reagente B. Nestas 
circunstâncias a equação da velocidade da reacção poderá ser aparentemente expressa 
apenas em função da concentração de B, isto é:  
v= - dCA/dt = K’’CB                                                                                                   (Eq. 12) 
 
sendo no entanto K’’=K’CA. 
A equação cinética apresentada (equação 12) é assim designada por equação de pseudo 
primeira ordem, sendo também conhecida como equação de Lagergeren [78] que é 
normalmente apresentada como: 
dqt/dt=K1(qe-qt)                                                                                                           (Eq. 13) 
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Onde qe e qt são as quantidades adsorvidas no equilíbrio e no tempo t (mmol/L), 
respectivamente, e K1 a constante cinética de pseudo primeira ordem (l/hora). 
Após integração e aplicando a condição inicial qt=0 para t=0 obtêm-se a equação: 
Log(qe-qt))=log qe-(K1/2.303)×t                                                                                (Eq. 14) 
 
São vários os estudos de cinética de adsorção reportados na literatura para diferentes 
materiais. Vega analisou a adsorção de acido cítrico por partículas de hidroxiapatite e 
verificou que os parâmetros cinéticos obtidos eram concordantes com uma cinética de 
reacção de pseudo primeira ordem [65]. Mesalam e seus colaboradores utilizando titanato 
sintético de ferro III no estudo de adsorção de iões metálicos pesados, verificaram que a 
cinética de reacção para a adsorção dos iões Zn2+ e Cd2+, era descrita por uma equação de 
pseudo primeira ordem [70]. Őzacar estudou a adsorção de corantes, obtidos a partir de 
soluções ácidas, na superfície de partículas de alunite calcinada e de grânulos de carbono 
activado. Verificou que a cinética de reacção de adsorção dos diferentes materiais era 
descrita por uma reacção de pseudo primeira ordem [59]. Um outro estudo de cinética de 
adsorção com corantes vermelhos foi realizado por Wahab em cascas de arroz que 
verificou que a adsorção é descrita por uma reacção de pseudo primeira ordem [80].  
Todavia tal, como foi referido, os estudos de cinética de reacção não se têm limitado à 
constatação da cinética de pseudo primeira ordem. A cinética de pseudo segunda ordem, 
cuja designação assenta em pressupostos semelhantes aos da pseudo primeira ordem, mas 
com a diferença que existe mais um componente na reacção, também têm sido observada 
nalguns casos. A equação que descreve esta cinética é a seguinte: 
dqt/dt=k2(qe-qt)2                                                                                                          (Eq. 15) 
 
sendo K2 a constante cinética de pseudo segunda ordem (g/mmol.h) e qe e qt as 
quantidades de adsorvente adsorvidas no equilíbrio e no tempo t, respectivamente. 
Őzacar avaliou a cinética de reacção na adsorção de fósforo em partículas de alunite 
calcinada e aferiu que a reacção era descrita por um processo de pseudo segunda ordem 
[56]. Ho comparou estudos de cinética de reacção realizados por outros autores e verificou 
que muitos deles estavam descritos na literatura como uma ordem de reacção diferente 
daquela que deveriam ter. Os estudos de Ho basearam-se apenas em ajustes ao modelo de 
reacção de pseudo segunda ordem [81]. Chiou observou o comportamento de adsorção dos 
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corantes AAVN e RB4 em partículas esféricas de quitosano. Constatou que os seus 
resultados experimentais se ajustavam ao modelo cinético de pseudo segunda ordem [77]. 
Um modelo de cinética muito utilizado para descrever a adsorção em materiais porosos é o 
modelo de difusão intrapartícula. Verifica-se frequentemente que este modelo coincide 
com outros modelos, nomeadamente o de pseudo primeira e o de pseudo segunda ordem, 
na descrição de resultados experimentais durante um período limitado de tempo de 
adsorção [79]. Segundo o modelo de difusão intrapartícula a quantidade adsorvida qt ao 
fim do tempo t segue a relação: 
qt= Kpt1/2                                                                                                                      (Eq. 16) 
 
onde Kp é a constante de difusão intrapartícula (mmol/gh1/2). 
Őzcan realizou ensaios de adsorção de corante azul 193 no mineral espirolite. Verificou 
que nos primeiros 60 minutos a cinética de reacção era descrita por um modelo de difusão 
intrapartícula [82]. Um outro estudo do mesmo autor sobre a adsorção de fósforo em 
alunite calcinada, conduziu a um resultado final idêntico ao anterior, ou seja, no período de 
tempo entre os 5 e os 60 minutos a difusão intrapartícula descrevia também a cinética de 
adsorção, embora durante todo o tempo restante fosse descrita por uma cinética de pseudo 
segunda ordem [56]. Namasivayan e seus colaboradores verificaram que num período de 
tempo finito de adsorção a cinética de difusão intraparticula se ajustava adequadamente aos 
resultados de adsorção de Cd(II) em hidróxido de Ferro(III)/Crómio(III) [83]. 
 
1.6. Fármaco 5-Fluorouracil 
 
O composto 5-fluorouracil (5-FU) foi sintetizado por Duschinsky em 1957, tendo sido 
descoberta a sua actividade anti-cancerígena por Heidelberger e seus colaboradores [84, 
85]. O 5-fluorouracil é um composto pouco lipofílico com um comportamento anti-
metabólico [86], significando que interfere na produção do DNA, impedindo o crescimento 
e a multiplicação das células [86]. Sabe-se que o composto tem um largo espectro de 
actividade contra tumores sólidos tais como o cancro do peito, o do esófago, o do fígado, o 
do pulmão, o do pâncreas, o da pele e cancros do sistema gastrointestinais tais como os do 
estômago o do intestino e o do cólon [84, 85, 87-90]. 
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Quimicamente o 5-Fluorouracil pode ser considerado como um derivado da base timina 
onde o grupo metilo é substituído por um átomo de flúor [89]. Na Figura 8 apresenta-se 
uma representação esquemática da estrutura 
química do 5-FU. Na molécula de 5-FU, dois dos 
átomos de hidrogénio estão ligados a átomos de 
azoto e um terceiro a um átomo de carbono do 
anel da pirimidina. O 5-fluorouracil é um ácido 
fraco, apresentando um pKa aparente de 7,98. 
Numa solução de fosfatos a pH 7,3 apresenta-se 
parcialmente dissociado, sendo o seu grau de 
dissociação de cerca de 20% [91]. É um fármaco 
sensível á luz e precipita a baixas temperaturas. A 
25ºC a sua solubilidade em água é de 12,2 mg/ml 
e o seu peso molecular é de 130,08 [92]. 
Contudo trata-se de um composto extremamente tóxico e por vezes é impossível 
administrá-lo durante um período longo de tempo por forma a ter o efeito desejado [84]. 
Normalmente é administrado por injecção várias vezes ao dia por forma a manter uma 
concentração adequada no sangue. No entanto como possui um tempo de vida curto no 
plasma humano (10-20 minutos) a sua eficácia é limitada, devido ao seu rápido 
metabolismo no fígado [43, 87, 93]. 
O uso de 5-FU provoca toxicidade gastrointestinal e mielotoxicidade (toxicidade do 
sistema linfático) e desordem na medula óssea [43, 87]. Têm sido desenvolvidos vários 
esforços com o objectivo de reduzir o seu efeito nefasto, nomeadamente através do seu 
encapsulamento em diversos materiais, tais como: o D,L co-ácido polilactico/glicolico 
biodegradável [43, 94-96], ou o poli (éster–éter-éster) biodegradável [91], ou o polímero 
biodegradável alginato [97], em vesículas de gel fosfolipído [87], o poli(metiledino 
malonato 2.1.2) [98], o poli(N-vinilpirrolidinono) [99], o poli(orto éster) [100, 101], e em 
polímeros sensíveis ao pH como exemplo o Eudragit P-4135F [102]. Mais recentemente, e 
por forma a aumentar o seu tempo de vida e diminuir o seu efeito nefasto, tem havido um 
grande esforço no desenvolvimento de prodrogas que permitem a passagem do 5-FU pelo 
fígado sem este ser catabolizado e, para além disso, utilizam o nível de diferenciação 
enzimático do tumor para permitirem que o 5-FU atinja de forma mais eficaz e rápida o 
Figura 8-Estrutura química do 5-FU 
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tecido cancerígeno [103]. Normalmente o 5-FU é administrado conjuntamente com outras 
substâncias denominadas modeladores de acção do 5-FU, que melhoram a sua capacidade 
de resposta, sendo o leucovorin o mais utilizado em várias dosagens e regimes. Além deste 
existem outras substâncias tais como: o metatrexato, o uridine e o PALA [103]. 
No entanto existe uma clara necessidade de entender o comportamento do 5-FU no sistema 
in vivo, que compreende, muito sucintamente em três etapas distintas: a primeira 
corresponde ao transporte do fármaco até ao tumor, a segunda identifica-se com a 
capacidade das células cancerígenas de reagirem com o fármaco e a última etapa relaciona-
se com a capacidade do fármaco actuar nas moléculas no interior das células do tumor. O 
transporte do fármaco até ao tumor depende do fluxo de sangue e da profundidade do 
tumor. Com essa informação é possível determinar a quantidade de fármaco que deve ser 
administrada para actuar no tumor, quantificação essa que no entanto se tem mostrado 
extremamente difícil. A segunda fase depende da capacidade do 5-FU em difundir-se pelo 
tumor (nesta etapa a pressão osmótica possui grande importância) e dos processos de 
transporte que regulam a entrada do 5-FU nas células cancerígenas. Finalmente à fase em 
que o 5-FU já foi levado até as células cancerígenas, segue-se a sua sujeição a 
metabolismos intracelulares, fase esta conhecida como fase de metabolismo. Considerando 
estes mecanismos pode assumir-se que no interior das células predominam processos 
anabólicos. A dificuldade de avaliar a quantidade de 5-FU que foi administrada e da que é 
anabolizada pelas células dificulta o desenvolvimento de modelos farmocinéticos e 
farmodinâmicos [103]. No entanto, estudos realizados usando um sistema modelo, 
permitiram verificar que após 20 minutos da administração a maior parte do 5-FU se 
encontra no meio intracelular, embora estes mecanismos não sejam ainda completamente 
entendidos. Na Figura 9 representa-se esquematicamente o processo de transporte do 5-FU 
até ao interior das células cancerígenas [103]. 
O mecanismo de actuação do 5-FU não termina com a sua chegada as células 
cancerígenas, pois é no seu interior que ocorrem os fenómenos mais importante de 
actuação do 5-FU. No interior das células o 5-FU pode ser rapidamente e extensivamente 
catabolisado pela enzima dihidropirimidina dehidrogenase (DPD). Na mucosa intestinal 
existe uma grande variedade de enzimas DPD em actividade que podem causar absorções 
variadas após a dosagem oral. A actividade dessas enzimas oscila ao ritmo da concentração 
de 5-FU existente no plasma, provocando assim flutuações da concentração administrada 
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[93]. O restante 5-FU é activado de diversas formas, sendo uma das mais importantes a 
formação do monofosfato de fluorodeoxiuridina (5-FdUMP), ou seja a formação de um 
forte inibidor da enzima temidilato sintetase que transforma 2-acido deoxiuridilico em 
acido timidilico [104, 105]. Uma outra forma de actuação do 5-FU corresponde á formação 
do trifosfato fluorouridine (5-FUTP) que subsequentemente é incorporado no RNA 
provocando a inibição do crescimento das células e posteriormente a sua morte. Porém o 
trifosfato de fluorodeoxiuridina pode também ser incorporado no DNA [104, 105]. Alguns 
estudos permitiram constatar que nos humanos 60 a 90% do 5-FU é catabolisado no fígado 
enquanto 10 a 20% é excretado na urina sem sofrer qualquer alteração [93, 104].  
 
1.7. Estudos de libertação por dispositivos cerâmicos fosfocálcicos 
 
Os cerâmicos fosfocálcicos possuem a vantagem de serem compatíveis com os tecidos e os 
fluidos corporais, serem de baixo custo e de fácil produção, apresentando-se por isso como 
candidatos apetecíveis para aplicações biomédicas [106]. É sabido que os cerâmicos 
fosfocálcicos, quando preparados com características apropriadas, podem ligar-se ao tecido 
ósseo e “atrair” proteínas morfogénicas ósseas existentes na circulação e simultaneamente 
transportar consigo fármacos, péptidos bioactivos, células ósseas, e outras substâncias, o 
que os torna potenciais libertadores de fármacos úteis para aplicação em engenharia de 
tecidos [7]. De facto alguns fosfatos de cálcio cerâmicos têm sido usados como 
transportadores e libertadores de numerosos tipos de fármacos tais como: antibióticos, 
Figura 9- Esquema representativo do transporte do fármaco 5-FU no corpo 
humano. Adaptado da ref [102]. 
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insulina, aspirina, hormonas, proteínas, coumadin, fármacos anti-cancerígenos, 
indomethacin, epinephrin, chorhexidina e azidothymidina, etc [107, 108]. Os factores que 
regulam a adsorção e a libertação de compostos químicos específicos in vitro dos materiais 
baseados em hidroxiapatite não são ainda completamente conhecidos, e, por esse motivo, 
continua a investigar-se o papel das características físicas e químicas desses materiais 
nomeadamente a composição química, a estrutura cristalina, a porosidade, o tamanho de 
partícula, a área superficial bem como o das características das soluções envolvidas tais 
como o pH, a força iónica e a concentração dos iões constituintes não só a adsorção mas 
também na libertação de compostos químicos específicos. Tendo em vista a revisão dos 
conhecimentos actuais sobre este tema especifico, apresentam-se seguidamente estudos de 
libertação de substâncias tão variadas como: esteróides, anti-cancerígenos, antibióticos e 
proteínas por materiais fosfocálcicos.  
Bajpai e seus colaboradores em 1980 desenvolveram e patentearam suportes cerâmicos 
libertadores de fármacos à base de alumina e de fosfato de cálcio (ALCAP). Os autores 
prepararam por prensagem e sinterização composições de óxido de alumínio, óxido de 
cálcio e pentóxido de fósforo (ALCAP) obtendo um cerâmico cristalino reabsorvível in 
vivo, com uma estrutura de poros interconectados, que mostrou ser um material compatível 
e não tóxico. O ALCAP, mostrou ter a capacidade de libertar esteróides continuamente 
durante 12 meses, quando impregnado com ácido poliláctico para suster a libertação 
através dos poros [109]. Para além de esteroides as cápsulas foram utilizadas para libertar 
outros fármacos e químicos, nomeadamente a azidotimidina (droga administrada a doentes 
com sida), a testosterona e a albumina do soro bovino [7]. Além desse material, os mesmos 
autores desenvolveram e patentearam em 1988 um outro cerâmico libertador, ZCAP 
formado uma mistura de óxido de zinco, de cálcio e de pentóxido de fósforo [110]. 
Segundo os autores, a vantagem de usar ZCAP como libertador de drogas em implantes 
resulta do facto de ocorrer simultaneamente a libertação de zinco, em pequenas 
quantidades, que se pensa ter um papel importante no processo de cicatrização de feridas 
[111]. 
Estudos com hidroxiapatite e fosfato tricálcico, quer na forma de blocos porosos, quer na 
forma de grânulos, têm sido realizados para avaliar a sua utilização como libertadores de 
drogas anti-cancerígenas tais como: o metotrexato [112, 113], o cisplatin [68, 114] e o 
doxorubicin [8]. A maior parte dos tratamentos com anti-cancerígenos é limitado pela 
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toxicidade do fármaco. Por exemplo, estudos realizados in vivo com o anti-cancerígeno 
metotrexato (MTX) usado no tratamento de osteosarcomas osteogénicos, revelaram que a 
dosagem e a frequência da administração depende da toxicidade do fármaco no tecido da 
mucosa bucal e gastrointestinal com hematoma. Segundo a literatura, para este fármaco 
especifico, recomenda-se uma administração lenta no local visto que a sua eficiência 
depende do tempo de contacto com as células e não da concentração, tanto mais que 
elevadas concentrações de fármaco na corrente sanguínea podem provocar efeitos 
secundários [115]. Lebugle e seus colaboradores efectuaram estudos de libertação. Com 
um suporte cerâmico obtido por prensagem de uma mistura de apatite deficiente em fosfato 
de cálcio, dextran e variadas quantidades de MTX. Verificaram que a libertação do MTX 
no tempo era lenta e prolongada devido a fenómenos de adsorção/ desorção do MTX na 
superfície da apatite deficiente. Os, estudos de libertação e de biocompatibilidade 
efectuados in vivo em ratos, mostraram também que a concentração de MTX existente na 
circulação sanguínea se mantinha inferior ao nível tóxico, permanecendo cerca de 20% no 
implante após 7 dias, e que ocorria simultâneamente a degradação do implante e a 
formação do novo osso [115]. 
M. Itokazu impregnou, servindo-se de um sistema de vácuo, diferentes quantidades de 
fármaco MTX em blocos porosos de hidroxiapatite. Verificou que ao final de doze dias os 
blocos ainda libertavam uma concentração de 0,22 a 0,32 μg/ml de MTX que, segundo o 
autor, é suficientemente efectiva contra as células tumorais, não tendo no entanto realizado 
estudos in vivo [112]. Netz realizou estudos de libertação com cisplatin e mostrou que 
materiais cerâmicos com porosidades diferentes libertam quantidades de droga diferentes 
sendo, após 168h de libertação, a quantidade libertada inferior a 50% [114]. Barroug 
adsorveu cisplatin em nanopartículas de fosfato de cálcio com diferentes cristalinidades e 
constatou que a quantidade de cisplatin libertada ao final de vinte dias era a mesma para 
partículas com diferentes cristalinidades, sendo de aproximadamente 70 por cento da 
quantidade adsorvida. Observou também que as nanopartículas menos cristalinas 
libertavam o fármaco mais lentamente. Realizou também estudos in vitro a duas 
temperaturas diferentes, 24 e 37ºC e constatou que a taxa de libertação aumentava 
ligeiramente com a temperatura. Como forma de testar a actividade do fármaco após 
adsorção em nanopartículas de fosfato de cálcio, realizou também estudos de 
citotoxicidade celular [68]. Genin e seus colaboradores prepararam e patentearam um 
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sistema de libertação composto por grânulos de hidroxiapatite e doxorubicin. Inicialmente 
prepararam uma mistura de hidroxiapatite e doxorubicin que depois secaram e granularam 
por um método de moldagem cilíndrico que consistiu basicamente em fazer passar a 
mistura seca por um cilindro com um orifício de diâmetro variável, e conseguindo assim 
obter grânulos com tamanho compreendido entre 5 μm e 10 mm. Verificaram que após 10 
horas cerca de 40% da droga havia sido libertada [8]. Uma libertação periódica de 
dexorubicin pode ser obtida, por exemplo, recorrendo a sistemas libertadores com 
configurações especificas obtidas por prensagem. Neste tipo de sistemas, a libertação 
inicial é rápida tornando-se seguidamente mais lenta e podendo prolongar-se até às 240 
horas [8]. 
Os vários tipos de sistemas de libertação anteriormente referidos estão particularmente 
direccionados para o tratamento do cancro. De todos os agentes anti-cancerígenos 
existentes hoje em dia, o mais efectivo no tratamento do cancro do osso é o doxorubincin. 
Nestes casos a concentração da droga nos locais cancerígenos é normalmente muito baixa 
porque os ossos em geral são órgãos pouco irrigados pelo sangue [8]. 
Merecem também uma breve referencia os SLF de natureza polimérica já desenvolvidos e 
patenteados, em que o comportamento de libertação é substancialmente diferente, visto que 
a libertação de substâncias por esses sistemas envolve uma primeira etapa correspondente 
ao inchamento do SLF (devido a fenómenos de absorção de solução do meio libertador) e à 
libertação simultânea do fármaco, seguida de uma segunda fase em que ocorre a 
degradação da parte polimerica do SLF [45, 116-118]. 
No tratamento de doenças do osso tem merecido particular interesse os SLF para utilização 
com antibióticos. Os antibióticos são usualmente prescritos para combater as bactérias nos 
processos infecciosos [119]. As infecções do osso merecem uma particular atenção, porque 
a circulação do sangue nos tecidos ósseos é fraca, o que pressupõem que são necessárias 
grandes quantidades de antibiótico para se atingir o nível terapêutico desejado na região 
afectada [120]. Essa grande concentração de antibiótico no local da infecção, pelo menos 
por um período curto de tempo, pode ser obtida através da incorporação do antibiótico num 
libertador que possa ser implantado no local. 
Estudos com vacomicin, um antibiótico glicopeptídico utilizado no tratamento da 
osteomielite [121, 122], mostraram que os diferentes métodos de consolidação de pós de 
Hap (no caso em estudo a compactação dinâmica e a compressão isostática) não 
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influenciam a quantidade de droga libertada pelo cerâmico sendo a compactação, segundo 
os autores, um método muito promissor porque garante a integridade dos antibióticos [119, 
121, 122]. 
Os compósitos de poli-metilo-metacrilato/poli-etilo-metacrilato (PMMA/PEMA) podem 
ser conformados a baixa pressão, na forma de cilindros carregados com gentamycin, e ser 
usados para libertar 40% do antibiótico ao longo de 70 dias. Segundo a literatura ocorre o 
crescimento de apatite na superfície do compósito quando este contacta com o fluido 
simulador do plasma humano durante o mesmo período [120]. Em estudos com o mesmo 
antibiótico Paul e Sharma usaram um material compósito preparado a partir de grânulos 
esféricos de hidroxiapatite e um sal de sódio. Os grânulos foram preparados a partir de pó 
de hidroxiapatite que foi forçado através de um orifício com um diâmetro compreendido 
entre 200 a 400 µm. Os grânulos com poros de dimensão entre 5 e 25 µm foram 
introduzidos numa solução de antibiótico sob vácuo, sendo a mistura evaporada e seca. 
Decorrida essa etapa, os grânulos com antibiótico foram misturados com o sal e prensados 
em pastilhas com um diâmetro de 18mm. Verificaram que a libertação da droga ocorria de 
uma forma muito rápida, ou seja, 30% ao fim de uma hora. Os resultados revelaram que a 
utilização de partículas esféricas com poros uniformes tem particular interesse pelo facto 
de não promoverem reacções inflamatórias [40]. Queiroz e seus colaboradores estudaram a 
adsorção e a libertação do antibiótico (ampicilina) usado no tratamento de doenças 
periodontais, em cilindros de hidroxiapatite e num biovidro reforçado com hidroxiapatite 
[123]. O compósito foi compactado e sinterizado de modo a formar-se uma nova fase 
cristalina, o TCP (tricálcico fosfato), nas duas formas α e β [123]. Os resultados mostraram 
que os cilindros de hidroxiapatite adsorviam maior quantidade de antibiótico do que o 
compósito biovidro/ hidroxiapatite. Este comportamento foi atribuído á presença de 
determinadas espécies químicas na superfície dos materiais e ao facto do compósito 
sinterizado apresentar TCP, fase mais solúvel do que a hidroxiapatite, que é reabsorvida no 
processo de adsorção. Queiroz verificou também que cinética de libertação era similar para 
todos os ensaios embora na hidroxiapatite o antibiótico estivesse mais fortemente 
adsorvido do que no compósito e por essa razão a quantidade libertada fosse menor [123]. 
Dos resultados até agora apresentados ressalta uma clara escassez de estudos com células 
e/ou in vivo, sendo de difícil avaliação os benefícios de um determinado SLF em 
detrimento de um outro. Alguns autores tentaram, de uma forma simplista, mostrar que os 
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seus materiais tinham boa apetência para aplicações como SLF, limitando-se nesse sentido 
à realização de alguns estudos in vitro, por forma a mapear o comportamento do material 
nessas condições. Sabe-se porém que no organismo existem não só células como também 
diversos iões e sais que podem influenciar de forma decisiva os mecanismos de libertação 
das substancias bem como a degradação dos materiais.  
Os resultados preliminares obtidos in vivo por Yamashita e seus colaboradores com um 
sistema de libertação produzido por compactação do antibiótico no interior de um cerâmico 
de hidroxiapatite (CHap) poroso revelaram-se promissores. O sistema foi testado em 18 
pacientes com idades compreendias entre os 14 e os 77 anos e os resultados mostraram que 
ao final de 3 meses o local infectado havia recuperado, não tendo sido detectadas infecções 
durante os tratamentos que variaram entre os 24 e os 75 meses. Verificou-se que o 
implante do CHap no organismo (osso) induziu progressos na recuperação da osteomielite 
em todos os pacientes e que a libertação da droga in vivo ocorreu durante um período longo 
de tempo. Para além de controlar infecções verificou-se que este sistema estimulou a 
osteconductividade no interior dos poros [124]. 
Outros tipo de substâncias têm sido usadas como drogas modelo em estudos de tratamento 
do osso. Pham e seus colaboradores prepararam grânulos de hidroxiapatite por atomização 
conjunta de uma suspensão de partículas precipitadas e de fármaco ciprofloxacin e 
compactos cilindricos obtidos por prensagem de grânulos atomizados. Verificaram que a 
libertação da droga in vitro pelos cilindros era mais lento do que pelos agregados de 
partículas [125]. 
O azul de metileno foi usada como droga modelo por Vladimir em grânulos porosos de 
hidroxiapatite. Os grânulos porosos preparados por uma técnica de efeito de líquidos 
imiscíveis foram impregnados com a solução de fármaco em vácuo. Realizaram-se testes 
in vivo em ratos, verificando-se que após 2 horas se tinha atingido a velocidade máxima de 
libertação da droga [126]. 
O acetato de hidrocortisona foi utilizado por Krajewsky como uma droga modelo para o 
tratamento de doenças do osso. Impregnaram-se amostras cilíndricas de hidroxiapatite e de 
alumina de diferentes porosidades com o acetato de hidrocortisona e os resultados obtidos 
mostraram que sistemas de libertação com poros finos prolongam o tempo de libertação do 
fármaco e possibilitam uma libertação constante. Observou-se também que a distribuição 
dos poros na matriz era um factor importante nos processos de libertação, sugerindo que, 
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para efeitos de libertação do fármaco uma distribuição bimodal de porosidade é preferível 
a uma unimodal [127]. 
A insulina, usada no tratamento das diabetes, foi também utilizada como droga modelo em 
estudos de libertação a partir de microesferas bioactivas de hidroxiapatite preparadas por 
peletização. Efectuaram-se estudos in vitro e in vivo. Os testes in vitro permitiram verificar 
que, após 54 horas, as partículas tinham libertado 92% de insulina. Os resultados dos testes 
in vivo evidenciaram uma diminuição do nível de glucose no sangue ao fim de 8 horas, 
nível esse que posteriormente voltou a aumentar [128]. Os resultados apresentados neste 
trabalho evidenciaram diferenças entre os comportamentos in vivo e in vitro. Segundo os 
autores a quantidade de insulina introduzida no cerâmico revelou-se insuficiente e o SLF 
só teve efeito num curto período de tempo, embora os estudos in vitro documentassem uma 
libertação durante um período mais longo de tempo. Este estudo comprova a clara 
necessidade de se realizarem sempre estudos in vivo para um teste efectivo dos SLF.  
Slósarczyk preparou cilindros porosos de hidroxiapatite impregnados com pentoxifilino 
para estudos de libertação [10]. O controlo da porosidade das amostras foi feito com 
agentes formadores de poros por processos de sinterização. Verificou que a quantidade e o 
tempo de libertação da droga dependiam da microestrutura dos cerâmicos de 
hidroxiapatite, sendo a libertação controlada pela porosidade aberta dos cerâmicos [10]. 
O aprofundamento do conhecimento na área dos processos de formação do osso permitiu a 
identificação de uma nova e completa família de proteínas inibidoras, as proteínas 
morfogénicas do osso (BMPs), que regulam a diferenciação in vivo da cartilagem e do 
osso. O termo proteínas morfogénicas do osso (BMP) é usado para descrever as 
substâncias na matriz do osso desmineralizado responsáveis por esse fenómeno. A 
potencialidade dos BMP para aplicações médicas foi descoberta por Johnson e seus 
colaboradores, que purificaram parcialmente BMP humanas e as usaram com sucesso 
numa séries de pacientes com problemas na união dos ossos longos e com defeitos nos 
segmentos [129]. A seguir a uma fractura, os BMP aparentemente difundem de uma matriz 
de osso reabsorvível e activam a células osteoprogénitas que, por sua vez, produzem mais 
BMP [129]. Os factores de crescimento podem ser imobilizados na superfície de um 
biomaterial para controlar a proliferação celular. Os factores oesteogénicos mais comuns 
são os factores de crescimento transformadores (TGF-B), as proteínas morfogénicas do 
osso (BMP-2) e as proteínas osteogénicas (OP-1 ou BMP-7) [130]. Tal como todas as 
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proteínas, os BMP exibem tempo curto de vida sendo por isso necessárias quantidades 
significativas, o que dificulta o desenvolvimento de sistemas libertadores destas 
substâncias [131]. È sabido que a hidroxiapatite possui grande afinidade para adsorver e 
libertar proteínas [132].  
Utilizaram-se cilindros de cimento cerâmico produzidos por mistura de β-fosfato tricálcico 
e de monocálcico monohidratado (β-TCP-MCPM) com rhBMP-2 no tratamento do fémur 
de ratos. Observou-se que a união do cimento ao fémur de rato ocorria ao fim de 3 semanas 
e que a união era consideravelmente dependente da dose de proteína usada [130]. 
Os materiais cerâmicos á base de fosfato de cálcio parecem ser bons transportadores de 
proteínas (BMP) e funcionar como sistemas de libertação lenta. Realizaram-se estudos com 
proteínas morfogénicas (BMP) usando como agente de libertação um vidro bioactivo, com 
o objectivo de caracterizar o comportamento in vitro do vidro de Si-Ca-P enquanto 
substrato para o desenvolvimento e diferenciação de células osteoprogenitoras. O 
resultados mostraram que o vidro carregado com BMP apresentava uma maior aptidão para 
a diferenciação e crescimento de células do que o vidro sem BMP [133]. 
Paul e Sharma produziram grânulos esféricos porosos de hidroxiapatite por peletização 
para serem utilizados como libertadores de proteínas [36]. Os ensaios feitos in vitro 
mostraram que as partículas preparadas são um bom meio de transporte de proteínas [36] e 
que a libertação da droga nestes sistemas não é controlada por mecanismos de degradação 
como nos sistemas poliméricos [95, 97, 134].  
Matsumoto e os seus colaboradores promoveram a adsorção de proteínas (BMP) na 
superfície de partículas cristalinas de hidroxiapatite obtidas por síntese hidrotermal a três 
temperaturas diferentes (40, 60 e 80 ºC) que apresentavam áreas superficiais específicas 
diferentes. O estudos de libertação permitiram concluir que para baixos valores de pH de 
solução (pH=4) a quantidade de proteínas libertada era superior à observada a valores de 
pH superior (pH=7) sendo também condicionada pelos processos de dissolução das 
partículas [135].  
Kuboki e seus colaboradores realizaram alguns estudos in vivo com proteínas 
morfogénicas adsorvidas em partículas de hidroxiapatite com características diferentes: 
partículas densas; partículas porosas e tabletes porosas [136]. O trabalho teve por objectivo 
examinar a função dos BMP na indução da formação de osso e os resultados mostraram 
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que a existência de porosidade é vantajosa para aplicações biomédicas porque induz a 
vascularização, crucial para a formação do osso mediada pelas BMP [136].  
Laurencin preparou um compósito de ácido poli(láctico-co-glicolídico) e hidroxiapatite em 
forma de discos com BMP-2 [137]. Os resultados obtidos durante a libertação in vitro 
mostraram que as proteínas se ligavam rapidamente às células e degradavam a parte 
polimérica do compósito [137]. Este estudo mostrou que as células tem a capacidade de 
crescer no compósito in vitro e que, quando o compósito com BMP-2 tal qual preparado é 
implantado in vivo, este consegue induzir a formação de osso [137].  
Da análise de resultados reportados na literatura pode-se pois de uma forma geral, concluir 
que a quantidade e a velocidade de libertação do fármaco (ou outras substâncias de 
interesse) bem como a especificidade do local onde se pretende a libertação são aspectos 
fundamentais a ter em consideração no desenvolvimento de um SLF. A compreensão dos 
mecanismos de libertação, actualmente ainda muito incipientes aponta como 
indispensáveis os estudos de libertação in vivo.  
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2.  Procedimento experimental 
 
O trabalho experimental realizado compreendeu fundamentalmente as seguintes etapas: (i) 
a preparação de grânulos de hidroxiapatite com diferentes características, (ii) o 
carregamento das partículas de hidroxiapatite com o fármaco 5-Fluorouracil por dois 
processos distintos e (iii) a monitorização da libertação do 5-FU das partículas de 
hidroxiapatite. Nas secções que se seguem apresenta-se de uma forma detalhada o 
procedimento experimental utilizado em cada uma das etapas. 
 
2.1. Preparação de grânulos de hidroxiapatite 
 
A preparação dos grânulos de Hap envolveu os passos seguintes: (i) precipitação de 
Figura 10 – Fluxograma do procedimento experimental utilizado na preparação de 
partículas e de grânulos de hidroxiapatite. 
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partículas de hidroxiapatite, (ii) atomização de suspensões aquosas das partículas 
precipitadas e (iii) tratamento térmico dos grânulos atomizados. O fluxograma da Figura 
10, ilustra esta sequência de passos seguindo-se uma descrição pormenorizada dos 
mesmos. 
 
2.1.1. Precipitação de partículas de Hap 
 
O método de preparação de partículas de hidroxiapatite utilizado no presente trabalho foi o 
da precipitação em presença de citratos, reportado por M. Martins [138]. Prepararam-se 
soluções aquosas de acido cítrico monohidratado (C6H8O7H2O, Riedel-deHaën, 99.5%) 
0,6M e 1M, cujo pH foi ajustado para 8,12 e para 8,52 com a adição de pequenas 
quantidades de uma solução de amónia a 25% (NH4OH Riedel-deHaën). Às soluções, 
assim obtidas adicionou-se uma solução de hidrogenofosfato de amónio 0,2M 
((NH4)2HPO4, Merck 99%) e uma solução aquosa de nitrato de cálcio tretrahidratado 0,2M 
((Ca(NO3)24H2O), Riedel-deHaën, 99%). As quantidades de solução de cálcio adicionadas 
às soluções de pH= 8,12 e de pH=8,52 foram ajustadas por forma a que a proporção molar 
do citrato relativamente ao cálcio fosse de 3:1 e de 5:1, respectivamente. As soluções 
percursoras de Hap foram colocadas num banho termostatizado a 37ºC durante 24 horas, 
sob agitação. Ao fim desse período de tempo, as partículas precipitadas foram separadas do 
meio precipitante por filtros miliporos de 45 µm e subsequentemente lavadas com água 
desionizada. Finalmente o material foi seco em excicador durante 24 horas. 
Adoptou-se a seguinte nomenclatura para identificação das partículas precipitadas: Hap3:1 
designa as partículas precipitadas a partir de soluções com razão citrato/ cálcio 3:1; Hap5:1 
aplica-se às partículas obtidas de soluções com razão citrato/cálcio 5:1. 
 
2.1.2. Preparação de grânulos de Hap por atomização 
 
Preparam-se suspensões aquosas (~1% em peso) de HAP, com as partículas Hap3:1 e as 
Hap5:1, que foram usadas como alimentação de um atomizador laboratorial Buchi-191 
(Figura 11). Reportando-nos ao esquema da Figura 12, a operação de atomização pode 
descrever-se da seguinte forma: a suspensão é injectada e pulverizada com ar comprimido 
(ar de atomização) através de um bico de pressão (1) para o interior de uma câmara 
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aquecida (2) pela circulação de uma corrente de ar quente (ar de secagem). A pulverização 
da suspensão divide-a em finas 
gotículas que, em contacto com o ar 
quente circulante (a cerca de 180ºC), 
se transformam em grânulos secos 
por evaporação da água. Estes 
grânulos são arrastados pela corrente 
de ar até ao ciclone (3) e por 
gravidade sedimentam no recipiente 
de recolha (4). Os grânulos 
atomizados a partir das suspensões de 
partículas Hap3:1 e Hap5:1 foram 
identificados como Gra3:1 e Gra5:1, 
respectivamente. 
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Figura 12- Ilustração esquemática do atomizador laboratorial Buchi-191 
Figura 11- Fotografia do atomizador laboratorial 
utilizado 
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2.1.3. Tratamento térmico dos grânulos 
 
Os grânulos Gra3:1 e Gra5:1, foram sujeitas a tratamentos térmicos num forno de câmara, 
com atmosfera de ar. Os tratamentos térmicos foram realizados às temperaturas de 200, 
400, 600 e 800ºC durante 2 horas, usando-se uma taxa de aquecimento e de arrefecimento 
de 10º/min. As partículas Gra3:1 e Gra5:1 tratadas termicamente foram identificadas como 
GraT3:1 e GraT5:1 respectivamente. 
 
2.2. Carregamento dos grânulos de Hap com o fármaco 5-Flourouracil 
 
No presente trabalho, procedeu-se ao carregamento dos grânulos de HAP preparados por 
atomização com o fármaco 5-Flourouracil (5-FU; Sigma 99%), com o objectivo de utilizá-
los como transportadores do fármaco. Para efeitos de elucidação dos processos de adsorção 
do fármaco, utilizaram-se também partículas comerciais de hidroxiapatite (Fluka, ultra 
pura) como material adsorvente do fármaco.  
Usaram-se dois procedimentos distintos para carregar os grânulos com fármaco: (1) a 
atomização de uma suspensão de partículas em solução de fármaco e (2) a imersão das 
partículas em solução de fármaco. O procedimento (1) pode ser descrito da seguinte forma: 
preparou-se uma solução aquosa de 5-FU (250mg/L) e adicionou-se ~1% (peso) de 
partículas de Hap3:1. Seguidamente a suspensão foi atomizada num atomizador laboratorial 
(Buchi-191). O procedimento (2) pode ser detalhado da seguinte forma: adicionou-se uma 
determinada quantidade de grânulos de Hap à solução de fármaco (5-FU) e deixou-se a 
suspensão obtida em repouso durante 7 dias. O procedimento (2) foi também o utilizado 
para carregar as partículas comerciais de Hap, sendo neste caso o tempo de imersão das 
partículas na solução de 5-FU de 1 dia. No decurso do carregamento, e após períodos de 
tempo predefinidos, removeram-se pequenas quantidades de solução e monitorizou-se a 
quantidade de 5-FU adsorvido pelos grânulos e partículas por análise da concentração de 
5-FU na solução. Para tal utilizou-se um espectrofotómetro de UV, seleccionando-se o 
comprimento de onda correspondente à absorvância máxima do 5-FU (265,5 nm). Após o 
carregamento, as partículas foram filtradas em filtros miliporos de 45µm e colocadas em 
excicador durante 24 horas. 
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As soluções de fármaco 5-FU usadas no presente estudo foram preparadas de diferentes 
modos com o objectivo de avaliar o efeito de alguns parâmetros da solução de fármaco nos 
processos de adsorção. Com esse intuito prepararam-se soluções aquosas simples de 5-FU 
e soluções de 5-FU tamponizadas com fosfato a dois valores diferentes de pH. Prepararam-
se também soluções com diferentes concentrações de fármaco. Seguidamente descreve-se 
detalhadamente a preparação de cada uma destas soluções: 
 
Soluções aquosas simples de 5-FU 
Preparou-se uma solução aquosa de 5-FU por dissolução de 25 mg de 5-Fluorouracil em 
100 ml de água desionizada.  
Para estudar o efeito da variação da concentração do 5-FU em solução no processo de 
adsorção preparam-se soluções aquosas simples de 5-FU com as seguintes concentrações: 
250 mg/L, 500 mg/L, 1,5g/L, 5g/L e 10g/L.  
 
Soluções de 5-FU tamponizadas a pH=7,4  
Colocaram-se em agitação permanente 405 ml da solução de Na2HPO42H2O (Merck 
99.5%) (0,2 M) e adicionaram-se 95 ml da solução de NaH2PO4H2O (Carlo Erba 99%) (0,2 
M) e água desionizada de modo a perfazer o volume total 1000 ml. À solução resultante 
adicionou-se 250 mg de 5-FU. 
 
Soluções de 5-FU tamponizadas a pH=5.6 
Colocaram-se 40 ml da solução de Na2HPO42H2O (0,2 M) em agitação permanente e 
adicionaram-se 460 ml da solução NaH2PO4H2O (0,2 M). Por fim foi adicionada água 
desionizada até se atingir o volume final de 1000 ml. À solução resultante adicionou-se 
250 mg de 5-FU. 
 
No sentido de se estudar o efeito da presença de citratos nas partículas de Hap precipitadas 
e atomizadas nos processos de adsorção do 5-FU, fizeram-se pré-tratamentos de superfície 
de algumas partículas (partículas comerciais) com acido cítrico. Para tal preparou-se uma 
solução aquosa de acido cítrico monohidratado (C6H8O7H2O, Riedel-deHaën, 99.5%) 
0,6M. O pH da solução de acido cítrico a 25ºC foi ajustado para 8,12 com a adição de 
pequenas quantidades de uma solução de amónia NH4OH (Riedel-deHaën 25%). 
Adicionou-se 1 grama de partículas comerciais de Hap á solução de iões citrato. As 
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suspensões foram mantidas num banho termostatizado a 37ºC durante 24 horas. Após este 
período, as partículas foram filtradas em filtros miliporos de 45µm, lavadas com água 
desionizada e secas em exicador durante 24 horas. 
 
2.3. Libertação de 5-Flourouracil de partículas de Hap 
 
No presente trabalho conduziu-se a libertação do fármaco 5-Fluorouracil dos grânulos e 
das partículas comerciais de Hap em soluções tamponizadas com fosfato, a pH e 
temperatura fisiológica, ou seja 7.4 e 37ºC, respectivamente. O procedimento experimental 
utilizado foi o seguinte: adicionou-se uma quantidade de grânulos ou partículas de Hap a 
uma solução tampão (de fosfatos) com pH 7.4 e deixou-se a suspensão em agitação num 
banho termostatizado a 37ºC durante um dia (no caso das partículas comerciais) ou durante 
7 dias (no caso dos grânulos). No decurso da libertação e após períodos de tempo 
predefinidos removeram-se pequenas quantidades de solução. Monitorizou-se a quantidade 
de 5-FU libertado pelas partículas através da análise da concentração de 5-FU dessas 
amostras de solução. Para esse estudo utilizou-se um espectrofotómetro de UV, 
seleccionando o comprimento de onda de absorvância máxima do 5-FU (265.5nm).  
Monitorizou-se também a variação da concentração de cálcio e de fósforo na solução de 
libertação. Para a detecção do cálcio e do fósforo recorreu-se à técnica de espectroscopia 
de plasma de acoplamento indutivo. As soluções tampão de fosfatos usadas no presente 
estudo foram preparadas de forma a avaliar-se a influência do sal NaCl nos processos de 
libertação do 5-FU dos grânulos. Com esse intuito prepararam-se soluções tampão de 
fosfatos simples e soluções com uma concentração de NaCl de 0,145M. Seguidamente 
detalha-se a preparação de cada uma das soluções: 
 
Solução tampão de fosfatos simples a pH 7,4  
Colocaram-se em agitação permanente 405 ml da solução de Na2HPO42H2O (0,2 M) e 
adicionaram-se 95 ml da solução de NaH2PO4H2O (0,2 M) e água desionizada de modo a 
perfazer o volume total 1000 ml.  
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Solução tampão de fosfatos com NaCl a pH 7,4 
Colocaram-se em agitação permanente 405 ml da solução de Na2HPO42H2O (0,2 M) e 
adicionaram-se 95 ml da solução de NaH2PO4H2O (0,2 M) e água desionizada de modo a 
perfazer o volume total 1000 ml. À solução resultante adicionou-se 100 ml de uma solução 
154 mM de NaCl (Merck 99.5%). 
 
2.4. Caracterização dos materiais 
 
A morfologia das partículas e grânulos de Hap (partículas comerciais, partículas 
precipitadas, grânulos e grânulos tratados termicamente) usadas no presente trabalho foi 
avaliada por micróscopia electrónica de varrimento (SEM) (Hitachi S-4100). As amostras 
para SEM prepararam-se usando suspensões das diferentes partículas em etanol. 
Colocaram-se gotículas de suspensão sobre lamelas de vidro que depois de secas se 
recobriram com ouro. A morfologia das partículas Hap3:1 e dos grânulos calcinados a 
800ºC, foi caracterizada por micróscopia electrónica de transmissão (TEM) Hitachi H-
9000-NA, usando 300 kV como potencial de aceleração. Neste caso as amostras 
prepararam-se da seguinte forma: grânulos porosos tratados termicamente a 800ºC foram 
dispersos numa solução de 2-propanol e posteriormente colocados sobre uma grelha de 
cobre. Identificaram-se as fases cristalinas das diferentes partículas por difracção de raios-
X, utilizando um difractómetro Rigaku PMG-VH, com radiação CuKα=1,5405Ǻ. 
Caracterizou-se o tamanho e a distribuição granulométrica dos grânulos Gra3:1 e Gra5:1 
usando um equipamento de análise de partículas Coulter Fluid Module (LS). Utilizou-se a 
espectroscopia de infravermelho (espectrofotómetro Mattson galaxy 3020) em modo de 
transmitância, de 400 a 4000 cm-1 e a espectroscopia de Raman em modo de absorvância 
de 0 a 4000 cm-1 para identificar os grupos funcionais das diferentes partículas. A área 
superficial especifica (As) das partículas foi determinada por adsorção de gás (azoto) num 
equipamento Micromeritics- Gemini 2370 V5, com base na isotérmica de Brunauer-
Emmett-Teller (BET). Para o estudo do comportamento térmico das partículas utilizou-se 
um equipamento Setaram Labsys 1600, para seguir o comportamento termogravimétrico e 
termo-diferencial (TG-ATD) das partículas, durante o aquecimento desde a temperatura 
ambiente até 1200ºC, à taxa de 10ºC/min. Determinou-se a mobilidade electroforética das 
partículas usando um equipamento Coulter Delsa 440SX a 25ºC. As amostras foram 
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preparadas da seguinte forma: suspendeu-se uma pequena quantidade de partículas numa 
solução de KCl (5Х10-3 M), para estabilizar a dupla camada eléctrica das partículas. Para 
garantir a estabilização da suspensão, a amostra foi deixada em repouso durante duas horas 
antes da realização das medidas. 
Para a quantificação do fármaco 5-Fluorouracil em solução usou-se um espectrofotómetro 
de UV Shimadzu UV-2101/3101 PC. Por forma a estabelecer a correspondência entre a 
absorvância UV do 5-Fluorouracil, ao comprimento de onda de 265.5 nm, e a concentração 
do 5-FU em solução, foi traçada uma curva de calibração usando soluções aquosas de 5-
FU de concentração conhecida. Todas as soluções usadas para o traçado da curva de 
calibração foram preparadas com água desionizada, verificando-se que o sistema obedecia 
à lei de Beer. 
A quantidade de 5-FU adsorvida pelas partículas de hidroxiapatite foi determinada de 
acordo com a seguinte relação: 
Q=(V(ΔC)/W)/As                                                                                                        (Eq. 17) 
 
Sendo Q (mg de 5-FU/m2 de área especifica) a quantidade de 5-FU adsorvida, V(l) o 
volume da solução que está em contacto com a massa de partículas de hidroxiapatite W(g), 
As (m2/g) área superficial especifica, ΔC (mg de 5-FU/L de solução) a diferença entre a 
concentração inicial (C0) e a concentração final (Ce) de 5-FU na solução [54]. 
A variação da concentração do cálcio e do fósforo nas soluções de 5-FU foi avaliada por 
espectroscopia de plasma de acoplamento indutivo (ICP) usando o aparelho da marca ISA 
Jobin Yvon-JY70 Plus.  
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3. Resultados e discussão 
 
3.1. Caracterização dos materiais utilizados como suporte de fármaco 
O objectivo do presente capítulo é caracterizar os materiais que serão utilizados como 
suporte de fármaco. A matéria-prima utilizada na preparação dos referidos materiais 
compreende não só pós de hidroxiapatite comerciais mas também pós obtidos por 
precipitação. Estes foram preparados pelo método desenvolvido por M. Martins [138], que 
estudou a preparação de partículas de hidroxiapatite em presença de citratos, 
nomeadamente os efeitos do pH e da concentração de citrato nas características das 
partículas precipitadas. Seguidamente apresentam-se e discutem-se os resultados de 
caracterização das partículas precipitadas, dos grânulos obtidos por atomização destas, 
antes e após tratamento térmico, e das partículas de hidroxiapatite comerciais. 
 
3.1.1. Características das partículas comerciais de Hap 
No presente estudo utilizaram-se partículas comerciais de hidroxiapatite (Hap), 
provenientes do fornecedor Fluka do lote 55496 com ultra pureza. Na Figura 13 está 
Figura 13- Difractograma de raios X das partículas comerciais 
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representado o difractograma destas partículas que revela a presença de uma única fase 
cristalina identificada como hidroxiapatite. A morfologia das partículas ilustrada na Figura 
14a, revela que as partículas comerciais têm a aparência de placas finas micrométricas 
constituídas por subunidades de menor dimensão (Figura 14b). As medidas de área 
superficial específica destas partículas revelam um valor de 30 m2/g. 
O espectro de infravermelho das partículas (Figura 15), confirmou a presença de grupos 
funcionais característicos da hidroxiapatite [139]. As bandas a 472, 575, 601, 962, 1072-
1032 e 1087 cm-1 denunciam os modos de vibração correspondentes ao grupo (PO43-) 
presentes nas partículas [139]. O primeiro pico a 1087 cm-1 corresponde ao modo 
Figura 15- Espectro de FTIR das partículas comerciais 
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triplamente degenerado de elongação assimétrico do PO4 enquanto as outras duas 
componentes deste modo degenerado, ν3, da ligação P-O do grupo fosfato aparecem a 1046 
e a 1032 cm-1. O pico a 962 cm-1 pode ser atribuído a um modo de vibração simétrico não 
degenerativo ν1, das ligações P-O dos grupos fosfatos [18, 139]. As bandas observadas a 
601, 575 e 561 cm-1 podem ser associadas a uma ligação de deformação triplamente 
degenerada, ν4 das ligações O-P-O e são reveladoras da cristalinidade das partículas [140]. 
A fraca transmitância a 472 cm-1 está relacionada com uma componente do modo de 
ligação de deformação dupla degenerada, ν2, do grupo fosfato PO4. Além dos picos 
referidos, observa-se ainda uma banda larga entre 3700 e 3200 cm-1 associada à vibração 
dos grupos hidroxilos e uma a 1630 cm-1, relacionada com a deformação de H-O-H [18, 
139]. A banda a 2349 cm -1 deve-se ao CO2 atmosférico [18]. 
A análise da Figura 16 mostra que o espectro de Raman das partículas comerciais 
evidencia os picos característicos da hidroxiapatite [139]: é visível a existência de uma 
banda a 962 cm-1 correspondente à vibração ν1 dos grupos tetraédricos PO4, e são também 
observadas bandas reveladoras de outras vibrações do grupo PO4. Uma dessas bandas 
correspondente à vibração triplamente assimétrica degenerada (ν3) do grupo PO4 (da 
ligação P-O) é observada a 1045 cm-1, e outra, a 590 cm-1 corresponde ao modo de 
vibração ν 4 dos grupos PO4 (da ligação O-P-O). Observa-se ainda uma outra a 430 cm-1, de 
Figura 16- Espectro de Raman das partículas comerciais 
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fraca intensidade, que corresponde à vibração dupla dos grupos PO4 (da ligação O-P-O) 
[139, 140]. 
 
3.1.2. Características das partículas precipitadas 
 
Na tabela 3 discriminam-se as condições experimentais de precipitação usadas no presente 
trabalho e a nomenclatura das partículas obtidas, bem como as características mais 
relevantes das mesmas. 
 
Tabela 3- Condições experimentais de precipitação e características das partículas de Hap obtidas  
 
Condições de precipitação Características das partículas precipitadas 
pH do meio 
precipitante 
Razão 
[citrato]/[cálcio] 
Cit/ca 
Nomenclatura 
da partícula 
precipitada 
Cristalinidade 
Área 
superficial 
especifica 
(m2/g) 
Forma das 
partículas 
Dimensão 
das 
partículas 
8,12 3:1 Hap 3:1 Pouco cristalina 170 
Agulhas 
finas 
Nanométrica 
8,52 5:1 Hap 5:1 Pouco Cristalina 98 Bastonetes Micrométrica 
 
As partículas obtidas no meio precipitante com menor teor de citrato, isto é as partículas 
Hap3:1, foram caracterizadas por difracção de raios X (Figura 17-a) tendo-se confirmado 
Figura 17- Difractograma de RX das partículas precipitadas a partir de soluções com 
razões citrato/cálcio 3:1 (a) e 5:1 (b) 
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tratar-se de partículas de Hap, pouco cristalinas [138]. A técnica de difracção de electrões 
revelou também anéis de Bragg difusos (Figura 18-b), característicos de estruturas pouco 
cristalinas, o que veio confirmar as indicações de baixa cristalinidade do DRX. 
As características morfológicas das partículas Hap3:1 estão documentadas na Figura 18-a. 
Observa-se que a forma destas partículas é semelhante à de pequenas e finas agulhas, com 
um comprimento de cerca de 100 nm. A semelhança de morfologia e de razão Ca/P que 
estas partículas evidenciam com as preparadas por S. Raynauud [141], ou seja, a sua forma 
alongada com uma dimensão longitudinal dominante parece indicar uma direcção de 
crescimento preferencial segundo o eixo dos c. 
As medidas de área superficial específica (BET) das partículas Hap3:1 revelaram um 
elevado valor de área superficial específica, 170m2/g, o que se coaduna com o tamanho 
nanométrico destas partículas. 
 
As partículas precipitadas Hap5:1, também caracterizadas por DRX como Hap pouco 
cristalina (Figura 17-b), apresentam uma morfologia diferente, ilustrada na Figura 19. Cada 
partícula parece resultar de uma associação de unidades mais elementares sob a forma de 
um feixe. O comprimento médio de cada partícula ronda ~1μm e o seu diâmetro ~500 nm. 
Estes resultados confirmam as conclusões do estudo de M. Martins [138] segundo as quais 
a concentração de citrato e o pH são duas variáveis determinantes da morfologia das 
partículas precipitadas de Hap. A razão molar Ca/P dos dois tipos de partículas apresentam 
valores muito semelhantes, 1.68 no caso das partículas Hap3:1 e 1.62 no caso das partículas 
Hap5:1. Uma razão molar de Ca/P inferior a 1.67, valor este característico de uma 
125nm (a) (b) 
Figura 18- a) Micrografia de TEM das partículas precipitadas Hap3:1; b) Diagrama de 
difracção de electrões das mesmas partículas. 
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hidroxiapatite estequiométrica, indica tratar-se de uma hidroxiapatite deficiente em cálcio 
[139, 142] ou a presença de algum fosfato de cálcio amorfo [14]. 
Os espectros de FTIR das partículas precipitadas, apresentados na Figura 20, são 
consistentes com os reportados para a hidroxiapatite sintetizada por outros métodos [38]. A 
análise da Figura 20 mostra que os espectros dos dois tipos de partículas são muito 
semelhantes entre si, revelando para além dos picos característicos da hidroxiapatite [19] a 
existência de grupos citratos (COO-) a 1421 e 1598 cm-1. A maioria dos picos 
Figura 20- Espectro de FT-IR de a) partículas precipitadas com razão 
citrato/cálcio 3:1 e b) razão 5:1. 
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característicos da hidroxiapatite é fundamentalmente atribuída à vibração de dois grupos: 
(1) o grupo (PO4)3- cuja vibração é detectada a 563, 602, 961 e 1034 cm-1 e (2) o grupo 
OH- responsável por uma banda larga que ocorre a 3443 cm-1, atribuída à ligação H-O-H 
[139]. Nos espectros de FTIR é também observada uma banda a 3200cm-1 que se atribui ao 
grupo NH4+ [141]. 
 
3.2. Características dos grânulos obtidos por atomização 
A Figura 21 mostra a morfologia das partículas obtidas por atomização de suspensões das 
partículas de Hap precipitadas nas condições anteriormente referidas, isto é, a partir de 
soluções com cit/ca=3:1 e com cit/ca=5:1. Observa-se que a atomização da suspensão de 
partículas Hap3:1 produz grânulos, aqui designados por Gra3:1, com morfologia de donuts 
ao passo que, no caso das Hap5:1, se obtêm grânulos (designados por Gra5:1) com forma 
esférica e acentuada rugosidade superficial. Partículas com morfologia análoga de donuts e 
obtidas por atomização foram também reportadas por P.Luo [143]. 
Figura 21- Micrografias de SEM dos grânulos obtidos por atomização de suspensões de 
partículas Hap3:1 (a e b); e de partículas Hap5:1 (c e d) 
a) 
1,50µm 
b) 
2,00µm 
d) 
10,0 µm 1.50µm 
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As análises granulométricas dos grânulos Gra3:1 e Gra5:1 são apresentadas nas Figura 22-a e 
b, respectivamente. A distribuição do tamanho de partícula nos dois casos é semelhante: no 
caso dos Gra3:1, 90 % (em volume) das partículas apresenta tamanho inferior a 6 µm, 
situando-se o tamanho médio de partícula em 5 µm; no caso dos Gra5:1, 90% das partículas 
apresenta um tamanho inferior a 7µm e o seu diâmetro médio é de cerca de 5µm também. 
 
Os grânulos Gra3:1 apresentam um valor de área superficial específica de 150m2/g que é 
significativamente superior ao das Gra5:1 que é 80m2/g. Estes valores de área superficial 
específica estão próximos daqueles que as partículas precipitadas (Hap3:1 e Hap5:1 
respectivamente) apresentam antes de serem atomizadas, indicando que os grânulos 
obtidos por atomização resultaram da agregação das partículas originais (precipitadas) sem 
perda significativa de área superficial.  
Tal como já anteriormente reportado [138] os resultados de difracção de RX dos grânulos, 
quando comparados com os das correspondentes partículas precipitadas, não evidenciam 
alterações significativas de cristalinidade, motivadas pelo processo de atomização (Figura 
23). No entanto, os resultados de estudos de TEM apresentados na Figura 24 apontam para 
um ligeiro aumento da cristalinidade dos grânulos relativamente às partículas precipitadas 
Hap3:1 atendendo a que no espectro de difracção de electrões se observam pontos claros 
sobre os anéis de Bragg. 
c) 
Figura 22- Analises granulometricas dos grânulos Gra3:1 (a) e Gra5:1 (b); 
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Os espectros de FTIR dos grânulos Gra3:1 e Gra5:1 (Figura 25) não apresentam grandes 
alterações relativamente aos das partículas percursoras precipitadas. A intensidade da 
banda atribuída ao grupo NH3 diminui, mas as restantes bandas características das 
partículas fosfo-cálcicas continuam presentes. 
 
 
 
 
Figura 24- Difracção de electrões das 
partículas Gra3:1 
Figura 23- Difractograma de RX para as partículas Gra 3:1 (a) e Gra 5:1 (b) 
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3.3. Características dos grânulos tratados termicamente 
 
A caracterização morfológica dos grânulos Gra3:1 e Gra5:1 tratados termicamente a 200, 
400, 600 e 800ºC revelou que as alterações de morfologia dos grânulos se apresentam 
particularmente significativas quando a temperatura de tratamento excede os 600ºC, tal 
como a Figura 26 documenta. De facto, as micrografias dos grânulos tratados a 800ºC 
mostram que os grânulos Gra3:1 já perderam a forma de donuts e se apresentam mais 
arredondados, com uma microestrutura caracterizada por grãos de contornos bem 
definidos, arredondados e com um diâmetro médio aproximado de 0,5µm; os grãos 
constituintes dos grânulos Gra5:1 são mais alongados e parecem resultar da densificação de 
cada feixe de unidades elementares. As alterações de microestrutura com o aumento da 
temperatura são também reveladas pelas variações de área superficial (Figura 27). 
Observa-se que os grânulos Gra3:1 de área superficial mais elevada e por conseguinte com 
energia de superfície mais elevada, são os que apresentam uma variação mais acentuada de 
área com a temperatura (ΔAs/ΔT). Estes resultados apontam para a ocorrência de 
processos de densificação dos grânulos que, a temperaturas superiores a 600ºC, conduzem 
a alterações expressivas da morfologia e microestrutura como já se referiu. 
 
Figura 25- Espectros de FTIR dos grânulos Gra3:1 (a) e Gra5:1 (b)  
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Figura 26- Micrografias de SEM dos grânulos Gra3:1 e Gra5:1: antes do tratamento térmico (a, b); 
tratados a 600ºC (c, d) e tratados a 800ºC (e, f). 
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Na Figura 28 apresentam-se as curvas de análise térmica diferencial (ATD) e análise 
termogravimétrica (ATG) que tipificam o comportamento térmico dos grânulos. Após um 
primeiro acidente endotérmico centrado a 100ºC e acompanhado de perda de peso segue-
se, a partir dos 200ºC até próximo dos 400ºC, um largo desvio exotérmico também 
acompanhado de perda de massa. O pico endotérmico é atribuído á saída de água 
adsorvida, seguindo-se lhe o efeito exotérmico que se atribui à decomposição dos citratos 
adsorvidos. Esta interpretação á também suportada pelos espectros de FTIR dos grânulos 
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tratados termicamente (Figura 29). Estes espectros permitem constatar que a intensidade 
das bandas correspondentes aos grupos carboxilos (COO-), observados a 1421 e 1598 cm-1 
diminuem. Sugere-se pois que estes grupos carboxilos resultam da decomposição de 
citratos.  
 
A análise dos espectros de RX dos grânulos tratados termicamente às diferentes 
temperaturas revelou que, para os dois tipos de grânulos Gra3:1 e Gra5:1, só se observam 
alterações de cristalinidade após tratamento térmico a 800ºC (Figura 30). Nesta situação 
observa-se um forte aumento da cristalinidade e o aparecimento de uma nova fase 
cristalina, o β-TCP. A pequena perda de massa observada na curva de ATG a cerca de 
800ºC pode ser associada à formação desta nova fase cristalina, atendendo a que a 
cristalização do β-TCP (Ca3 (PO4)2) a partir de hidroxiapatite (Ca10 (PO4)6 (OH)2) é 
acompanhada pela perda de H2O [144]. A formação de uma nova fase cristalina β-TCP é 
também suportada pelo espectro de FTIR dos grânulos tratados termicamente a 800ºC. 
Neste espectro é possível constatar a presença de uma banda correspondente á ligação P-O 
da vibração do grupo HPO42- a 948 cm-1 e uma outra banda a 970 cm-1 pertencente á 
ligação P-OH da vibração do grupo PO4 da estrutura cristalina do β-TCP [19, 139]. Para 
além destas bandas existem outras correspondentes ao β –TCP. Porém, encontram-se 
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Figura 29- Espectro de FTIR dos grânulos Gra5:1 (a); calcinados a 200ºC (b); 400ºC (c); 
600ºC (d) e 800ºC (e) 
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sobrepostas por outras mais intensas e por essa razão não aparecem definidas nos espectros 
de FTIR mas estão presentes a 1120, 1042, 604 e a 433 cm-1 [145]. 
A partir das análises de SEM dos grânulos Gra3:1 tratados termicamente a 800ºC (Figura 
26) não é possível precisar por observação, se as duas fases cristalinas (hidroxiapatite e β-
TCP) estão presentes no mesmo ou em grânulos distintos. Por essa razão recorreu-se ao 
microscópio de transmissão de electrões (TEM) para averiguar se as duas fases cristalinas 
distintas coexistem ou não no mesmo grânulo. 
Na Figura 31-a e b estão documentadas as características morfológicas dos grânulos Gra3:1 
tratados termicamente a 800ºC. Observa-se a existência de subunidades denominadas 
“cristalites” (assinaladas a azul na figura), com morfologia irregular e com um 
comprimento da ordem dos 20 nm e uma largura de cerca de 40 nm. Estes tamanhos da 
cristalite são da mesma ordem de grandeza das partículas originais percursoras Hap3:1.  
Da análise da Figura 31 observa-se também que os grânulos são instáveis à exposição ao 
feixe, ou seja, ocorrem modificações da morfologia das cristalites após alguns segundos de 
exposição ao feixe electrónico. As cristalites de forma alongada desaparecem dando 
origem a uma região amorfisada com uma forma difusa. Ocorrências de modificações 
morfológicas similares foram também reportadas para partículas de hidroxiapatite 
Figura 30-Difracção de RX dos grânulos Gra5:1 (a); calcinados a 200ºC (b); a 400ºC (c); a 
600ºC (d) e a 800ºC (e). 
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preparadas por precipitação química em meios aquosos [28]. Estudos de TEM realizados 
por Nicolopoulos e seus colaboradores [144] com partículas de hidroxiapatite precipitadas 
verificaram que após a exposição ao feixe ocorriam uma transformação de fase: 
hidroxiapatite para α-TCP, uma fase cristalina de fosfato de cálcio de alta temperatura 
(T~1150ºC) [146]. Segundo os autores este comportamento pode ser explicado pelas 
elevadas temperaturas induzidas localmente pela exposição ao feixe electrónico. Este 
argumento não permite no entanto explicar a amorfização de uma região cristalina da 
amostra que se observa no presente estudo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A difracção de electrões das duas estruturas cristalinas (hidroxiapatite e β-TCP) está 
documentada na Figura 32. A recolha das imagens de difracção de electrões só foi possível 
nas regiões mais periféricas dos grânulos devido à espessura do material ser menor nessas 
regiões. Para a identificação das duas estruturas cristalinas e a indexação dos índices de 
Miller dos “spots” de difracção recorreu-se ao programa de modelação Carine. Os dados 
necessários para a modelação das duas estruturas cristalinas foram retirados da literatura 
(c)   66,7nm 
(b)   66,7nm 
(a) 
  200 nm 
Figura 31- Micrografia de TEM das partículas Gra3:1 800 com tempo de 0 segundos de 
exposição ao feixe (a, b) e tempo de exposição ao feixe de 15 segundos (c)  
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[23]. Da comparação de distâncias entre os “spots” apresentados nos microdifractogramas 
de electrões e os obtidos na simulação do espaço recíproco das estruturas cristalinas 
usando o programa Carine, concluiu-se que a direcção de difracção <100> é a que retrata 
melhor a direcção de difracção das duas estruturas cristalinas, ou seja, da hidroxiapatite e 
do β-TCP. 
Os microdifractogramas apresentados na Figura 32 foram obtidos em cristalites diferentes 
no mesmo grânulo. Estes resultados confirmam os resultados de difracção de RX e 
demonstram ainda a coexistência das duas fases cristalinas (Hap e β-TCP) no mesmo 
grânulo. 
 
Deste estudo pode concluir-se que as diferentes características morfológicas das partículas 
precipitadas de Hap foram determinantes para a microestrutura dos grânulos atomizados e 
para a sua evolução durante o tratamento térmico. Dispõe-se assim de materiais com 
diferentes áreas superficiais e com diferentes fases cristalinas, com potencialidades para 
serem estudados como suporte de um fármaco. Os materiais seleccionados para esse estudo 
foram os Gra3:1, e os Gra3:1 800, porque apresentam diferentes características morfológicas, 
diferentes áreas superficiais e diferentes fases estruturas cristalinas. 
 
 
 
 
 
(a) (b) 
(0,-1, 0) 
(0,0, 1) 
(0,-1, -
(0,-2, 2) 
Figura 32- Difracção de electrões obtido por TEM para duas estruturas cristalográficas a) 
hidroxiapatite; b) β-TCP 
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4. Adsorção de 5-Flourouracil por grânulos de Hap 
 
4.1. Estudos de Equilíbrio 
 
Efectuaram-se estudos de adsorção de 5-FU na superfície dos grânulos Gra3:1 preparados 
por atomização de suspensões de partículas previamente precipitadas em presença de 
citratos. Para diferentes concentrações iniciais de fármaco (0,25; 0,5; 1,5; 5 e 10g/L) 
avaliou-se, à temperatura ambiente, a variação da quantidade de 5-FU adsorvida. O valor 
do pH inicial das soluções variou entre 4.95 e 5.2 quando a concentração de 5-FU da 
solução variou entre 10g/L e 0,25g/L, respectivamente. Na Figura 33 representa-se 
graficamente a variação da quantidade de soluto adsorvido por unidade de massa de 
grânulos Gra3:1 (Qe, mmol/g) em função da concentração de equilibro do soluto na solução 
(Ce, mmol/L) em condições de equilíbrio. Observa-se que, na gama de baixos valores de 
Ce, pequenos incrementos em Ce originam elevados aumentos de Qe o que indica 
existirem bastantes sítios acessíveis para a adsorção do 5-FU. Porém, à medida que Ce 
aumenta, a variações equivalentes de Ce correspondem aumentos sucessivamente menos 
significativos em Qe, evoluindo-se assim para um patamar indicador da saturação da 
Figura 33— Isotérmicas de adsorção do 5-FU por grânulos Gra3:1 (●) resultados 
experimentais; (-□-) isotérmica de Langmuir; (-◊-) isotérmica de Dubinin-Radushkevich; 
(–·Δ –·) isotérmica de Freundlich . 
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capacidade adsortiva dos grânulos. Este comportamento pode indicar a diminuição da 
quantidade de sítios activos disponíveis e/ou a dificuldade das moléculas de 5-FU 
adsorverem nos grânulos, pois as moléculas já adsorvidas envolvem parcialmente os locais 
activos disponíveis da superfície [54, 68].  
São conhecidos vários modelos de equação, as chamadas isotérmicas de adsorção, para 
descrever a adsorção de solutos por sólidos. Entre os modelos mais utilizados e conhecidos 
podem citar-se a isotérmica de Langmuir, a de Freundlich e a de Dubinin-Radushkevich.  
A primeira isotérmica, a de Langmuir, distingue-se por assumir que a variação de energia 
envolvida no processo adsortivo é equivalente em todos os locais de adsorção. O modelo 
de Freundlich já introduz alterações neste conceito pois considera que a energia de 
adsorção varia consoante o sitio de adsorção. A última isotérmica referenciada, a de 
Dubinin-Radushkevich, evidencia-se por ser usada em adsorventes com porosidade. 
As equações das três isotérmicas citadas são as seguintes: 
Isotérmica de Langmuir: 
                              Ce/qe= (1/KL)+ (aL/KL)*Ce                                                       (Eq.3) 
Isotérmica de Freundlich: 
Log qe= log KF + (1/n) log Ce                                                    (Eq.6) 
 
Isotérmica de Dubinin-Raudushkevich: 
Lnqe= Lnqm-βε2                                                                          (Eq.7) 
Sendo 
ε = RT ln(1+(1/Ce))                                                                   (Eq. 8) 
KL corresponde à constante de afinidade de Langmuir e a razão KL/aL à capacidade de 
saturação da monocamada [54, 56, 77]. KF é conhecida como a constante de Freundlich e 
reflecte a afinidade adsortiva do material adsorvente [54, 77]. No que respeita a ε e β são 
constantes da equação isotérmica de Dubinin-Raudushkevich; ε corresponde ao potencial 
de Polanyi que está relacionado com a concentração de equilíbrio e β correlaciona-se com 
a energia de adsorção [48, 56]. 
Na Figura 33 representou-se a evolução de Qe prevista por cada uma das isotérmicas em 
análise. Observa-se que o modelo de adsorção de Langmuir é o que melhor se ajusta aos 
valores experimentais obtidos. 
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Na tabela 4 apresentam-se os coeficientes de correlação (r2) que caracterizam o ajuste de 
cada uma das isotérmicas (Langmuir, Freundlich e Dubinin-Radushkevich) aos valores 
experimentais de Qe, os valores calculados das constantes de adsorção (KL, KF) 
correspondentes às isotérmicas de Langmuir e Freundlich, respectivamente, bem como da 
capacidade de adsorção (Qo, qm) prevista pelo modelo de Langmuir e de Dubinin-
Radushkevich, respectivamente.  
Tabela 4- Constantes de Langmuir, Freundlich e Dubinin-Radushkevich 
Langmuir Freundlich Dubinin-Radushkevich 
KL 
(L/g) 
aL 
(L/mol) 
Q0 
(mmol/g) 
r2 KF 
(L/g) 
n r2 qm 
(mmol/g) 
β 
(mmol2/J2) 
ε 
(KJ/mmol) 
r2 
0,064 106 0,6 0,9982 0,032 2,86 0,9917 1,03 4×10-9 11,18 0,9974 
 
O melhor coeficiente de correlação (0,9982) corresponde à isotérmica de Langmuir. De 
acordo com os pressupostos deste modelo de adsorção, poderá afirmar-se que o 5-FU tem 
tendência a formar uma monocamada na superfície das partículas, sendo a capacidade de 
saturação dessa monocamada expressa por Qo, ou seja, 0,6 mmol/g. Usando o programa de 
modelação molecular KnowItAll® Academic Edition [147] estimou-se o valor da área 
ocupada por uma molécula de 5-FU como sendo de 30Ǻ2 (os detalhes desse cálculo estão 
apresentados no anexo 1). Considerando que a fracção de área coberta é unitária, ou seja 
que a superfície do material está totalmente coberta com moléculas de 5-FU, é possível 
através da equação 5 avaliar a capacidade teórica da monocamada: 
1/Qo  = NAσo/ Asp [60]                                              (Eq.5) 
 
Esse cálculo prevê uma capacidade de 0,83 mmol/g, valor esse que é significativamente 
superior ao valor estimado com base na isotérmica de Langmuir, (0,6 mmol/g), o que 
indica que a quantidade de moléculas de 5-FU adsorvidas na superfície dos grânulos é 
inferior à quantidade máxima prevista. Esta diferença pode ser devida à presença de grupos 
citratos na superfície dos grânulos de apatite, possivelmente como espécies adsorvidas que 
disputam uma parte dos locais disponíveis para a adsorção do 5-FU (Figura 34). Os 
espectros de FTIR (Figura 35) comprovam, efectivamente, a persistência de grupos citrato 
na superfície dos grânulos ao longo do processo de adsorção.  
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Figura 35- Espectros de FTIR dos grânulos Gra3:1 (a); e após 0,5 dias de adsorção (b); 1 dia 
de adsorção (c); 3 dias de adsorção (d) e 7 dias de adsorção de 5-FU (e); 
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Na tentativa de esclarecer o papel dos citratos no processo de adsorção do 5-FU na 
superfície dos grânulos Gra3:1, realizaram-se alguns estudos comparativos do processo de 
adsorção de 5-FU em partículas comerciais de hidroxiapatite (Hap), com e sem citratos 
adsorvidos na sua superfície. Na secção 4.3. discutir-se-ão os resultados obtidos.  
 
Figura 34- Esquema ilustrativo do estado de superfície dos grânulos antes do inicio do 
processo de adsorção do 5-FU. 
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4.2. Estudos Cinéticos 
 
Na Figura 36 apresenta-se a evolução da quantidade de 5-FU adsorvida com o tempo de 
imersão dos grânulos na solução de fármaco. Observa-se que a quantidade de 5-FU 
adsorvida aumenta rapidamente no período inicial, evoluindo depois para um valor 
constante. O tempo necessário para se atingir o patamar da quantidade de fármaco 
adsorvida, o tempo de equilíbrio, é variável com a concentração inicial de 5-FU na 
solução: genericamente tende a aumentar quando a concentracção do fármaco aumenta. 
 
Na tentativa de entender os diferentes passos envolvidos no processo de adsorção tais 
como, transferência de massa e reacções químicas, recorre-se frequentemente à 
identificação de modelos cinéticos que descrevam adequadamente os dados experimentais. 
Muitos modelos tais como o modelo de difusão em superfície homogénea, o modelo de 
difusão em poro, o modelo de difusão heterogéneo (também conhecido como modelo de 
difusão e de poro) têm sido frequentemente utilizados para descrever o transporte dos 
adsorbatos para a superfície das partículas adsorventes [56, 77]. Existe também um vasto 
número de equações para descrever cinéticas de reacções [78]. No presente estudo 
Figura 36-Adsorção de 5-FU por grânulos de HAP em soluções de 5-FU com 
concentrações de 0,25; 0,5; 1,5; 5 e 10 g/L 
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analisar-se-ão três conhecidos modelos frequentemente utilizados na descrição da cinética 
de adsorção de diversas substâncias pela hidroxiapatite [148, 149]: o modelo de pseudo 
primeira ordem, o de pseudo segunda ordem e o modelo de difusão intrapartícula, cujas 
equações se podem expressar da seguinte forma: 
Pseudo primeira ordem: 
                                 Log (qe-qt)= log qe-(k1/2.303)×t                                                 (Eq.14) 
Pseudo Segunda ordem: 
                                          t/qt = 1/(K2qe2)+ (1/qe) ×t                                                  (Eq.15) 
Difusão intrapartícula: 
                                              qt = kpt1/2                                                                         (Eq.16) 
sendo qe e qt a quantidade de 5-FU adsorvida ao fim do tempo equilíbrio e do tempo t, 
respectivamente. K1, K2 e Kp são as constantes de equilíbrio para uma adsorção de primeira 
ordem, segunda ordem e difusão intrapartícula, respectivamente. 
Na Figura 37 está graficamente documentada a aplicação do modelo cinético de pseudo 
primeira ordem para as concentrações em estudo. Observa-se claramente que a evolução de 
quantidade de fármaco adsorvida prevista pelo modelo (rectas da Figura 37) se afasta 
significativamente da registada experimentalmente (símbolos). Os valores de qe previstos 
pelo modelo (qe, cal) (Tabela 5), determinados a partir dos declives das rectas, apresentam 
Figura 37- Comparação entre a evolução experimental da quantidade de fármaco adsorvida 
(▲, ◊, ■, ○, □) e a evolução prevista pela cinética de pseudo primeira ordem (        ), para 
as diferentes concentrações de 5-FU na solução. 
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desvios apreciáveis dos experimentalmente observados. Para além disso verifica-se que o 
coeficiente de correlação (r2) referente ao modelo cinético de pseudo primeira ordem 
(tabela 5) apresenta grande oscilação de valores para as diferentes concentrações 
estudadas. Este conjunto de observações sugere que o processo de adsorção do fármaco 
pelos grânulos não é adequadamente descrito por uma cinética de reacção de pseudo 
primeira ordem. 
 
Tabela 5- Comparação de alguns parâmetros referentes aos modelos de pseudo primeira ordem, 
pseudo segunda ordem e difusão intrapartícula: coeficiente de correlação (r2), constantes cinéticas 
(K1, K2 e Kp) e quantidade de fármaco adsorvida ao fim do tempo de equilíbrio (qe,cal). 
 
 
A representação gráfica de (t/qt) em função do tempo de adsorção, indicada para a 
identificação um modelo cinético de pseudo segunda ordem, é apresentada na Figura 38. 
Figura 38- Comparação entre a evolução experimental da quantidade de fármaco 
adsorvida (▲, ◊, ■, ○, □) e a evolução prevista pela cinética de pseudo segunda ordem 
(___), para as diferentes concentrações de 5-FU na solução. 
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Dos declives e ordenadas das várias rectas que traduzem a evolução da quantidade de 
fármaco adsorvida descrita pelo modelo, para as diferentes concentrações de 5-FU, 
obtiveram-se os valores da constante K2 e de qe,cal que se apresentam na Tabela 5, 
conjuntamente com o coeficiente de correlação (r2). Observa-se que o coeficiente de 
correlação referente à cinética de reacção de pseudo segunda ordem é, para todas as 
concentrações de fármaco, superior a 0,979. Os valores calculados de qe estão também 
concordantes com os valores experimentais obtidos como se pode constatar na Figura 36. 
Estes resultados parecem pois indicar que à adsorção do 5-FU pelos grânulos é 
satisfatoriamente descrita por um modelo cinético de pseudo segunda ordem.  
Na Figura 39 apresenta-se a tentativa de ajuste do modelo de difusão intrapartícula aos 
valores experimentais da quantidade de fármaco adsorvido. Segundo este modelo, a 
difusão intrapartícula, quando aplicável, manifesta-se após um período inicial durante o 
qual ocorre a difusão do fármaco do seio da solução para a superfície dos grânulos, período 
este muitas vezes designado por estágio de adsorção instantâneo [56, 79]. As rectas 
apresentados na figura traduzem assim a evolução da quantidade de fármaco adsorvida 
prevista pelo modelo de difusão intrapartícula, após um curto período inicial, referente ao 
Figura 39- Modelação de adsorção do 5-FU pelos grânulos, usando a cinética de difusão 
intrapartícula, para diferentes concentracções do fármaco em solução. Cinética de reacção 
de adsorção de difusão intrapartícula do 5-FU em grânulos a diferentes concentrações 
iniciais (▲) 0,25g/L; (◊) 0,5g/L; (■) 1,5g/L; (○) 5g/L; (□) 10g/L 
0,00
0,05
0,10
0,15
0,20
0,25
0,30
0,35
0,40
0,45
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
t1/2 (horas 1/2)
qt
(m
m
ol
/g
)
10g/L
5g/L
1,5g/L
0,5g/L
0,25g/L
Capítulo 3- Resultados e discussão 
___________________________________________________________________ 77 
transporte do fármaco para a superfície dos grânulos. Como se pode observar o ajuste dos 
pontos experimentais aos modelos afigura-se discutível, nomeadamente para a 
concentração mais elevada de fármaco, sendo aceitável para as mais baixas concentrações 
de fármaco. É possível que outros mecanismos que não a difusão intrapartícula operem 
também neste caso, embora os valores dos coeficientes de difusão intrapartícula 
apresentem ordem de grandeza semelhante à dos valores reportados para outros sistemas 
[56]. 
As conclusões a registar da discussão dos três modelos estão enquadradas pela Figura 40 
onde se podem globalmente comparar as evoluções dos valores experimentais e as 
tendências de evolução previstas pelos três modelos, para uma das concentrações de 
fármaco, 5g/L. Observa-se que o modelo de pseudo segunda ordem é o que melhor se 
adapta aos resultados experimentais ao longo de todo o tempo de adsorção. Observa-se 
também que o modelo de pseudo primeira ordem não se adequa aos presentes resultados e 
que o modelo de difusão intrapartícula, num determinado período de tempo se ajusta 
aceitavelmente aos valores obtidos experimentalmente. Estas conclusões permitem 
constatar que não existe um modelo cinético único que descreva a adsorção do 5-FU pelos 
grânulos, embora o modelo de pseudo segunda ordem seja aquele que melhor descreve a 
Figura 40- Comparação entre os valores experimentais e os modelos cinéticos em função 
do tempo para a concentração de 5-FU de 5g/L (○);  
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cinética de adsorção durante todo o período de tempo. Conclusões semelhantes, em 
sistemas diferentes têm sido também referidas por outros autores [56]. 
 
4.3. Influência dos grupos citratos na adsorção de 5-FU 
 
Com o objectivo de elucidar o papel dos citratos no processo de adsorção do fármaco 
analisar-se-ão na presente secção os resultados obtidos em ensaios de adsorção de 5-FU em 
partículas de Hap comerciais, originais ou previamente tratadas com citratos. Tal como já 
anteriormente referidas as partículas comerciais e os grânulos são ambos constituídos por 
uma única fase cristalina, a hidroxiapatite, verificando-se no entanto que a cristalinidade 
das partículas comerciais é superior à dos grânulos (Figura 41), facto este documentado 
pela melhor definição dos picos de difracção de RX no primeiro caso.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
As diferentes características morfológicas destes dois tipos de partículas (Figura 42), já 
anteriormente analisadas, e as suas distintas áreas superficiais (30m2/g no caso das 
partículas comerciais e 150m2/g no caso dos grânulos) reflectem, naturalmente, os 
diferentes processos usados na produção dessas partículas.  
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Quando as partículas comerciais de Hap são imersas numa solução de citratos nas 
condições experimentais referidas em 2.1.1 (solução de citratos com pH=8,12, T=37ºC e 
durante 24 horas), por forma a propiciar a adsorção dos grupos citratos na superfície dessas 
partículas, o seu estado de superfície altera-se efectivamente. A Figura 43 compara os 
espectros de FTIR das partículas comerciais Hap, antes e após adsorção de citratos, e o dos 
grânulos Gra3:1. Para além das bandas características dos grupos fosfatos (PO43-) presentes 
em todos os espectros [139], observa-se que, à semelhança do que ocorre nos espectros dos 
grânulos Gra3:1, duas bandas a 1421 e 1620 cm-1 correspondentes á vibração dos grupos 
carboxilicos (COO-) são claramente visíveis nos espectros das partículas comerciais 
a) b) 
Figura 42-Imagem de SEM das partículas de HAP: (a) grânulos porosos e (b) partículas 
comerciais (tal qual recebidas) 
Figura 43-Espectros de FTIR de partículas de hidroxiapatite: (a) partículas comerciais 
originais, (b) partículas comerciais submetidas a tratamento com solução de citratos e 
(c) grânulos Gra3:1 de Hap. 
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submetidas a tratamento em solução de citratos, indicando pois a presença de grupos 
citrato adsorvidos na superfície destas partículas. 
Segundo López-Macipe e seus colaboradores 
[58], diferentes espécies iónicas podem existir 
numa solução de citrato, dependendo do valor do 
pH da solução [58]. Em soluções de pH=8, 98% 
dos iões apresentam-se sob a forma de cit3- 
(C6H8O73-)e ~2% como Hcit2- (HC6H8O73-). A 
espécie Cit3- adsorve na superfície da 
hidroxiapatite assumindo uma configuração 
bidentada (dois grupos COO- ligam-se a dois iões 
Ca2+ diferentes) ao passo que a adsorção do ião 
HCit2- envolve a ligação de um grupo COO- a um Ca2+ numa configuração monodentada 
[58, 150]. Dados as condições usadas durante o processo de adsorção é pois provável que, 
no presente caso, a maioria dos grupos citratos adsorvidos apresente uma configuração 
bidentada (Figura 44). 
A Figura 45 ilustra a dependência dos potenciais zeta relativamente ao pH, para as 
diferentes partículas em análise: as comerciais originais, as comerciais depois de imersas 
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numa solução de citratos e os grânulos Gra3:1. Observa-se que as partículas comerciais não 
tratadas exibem uma carga superficial claramente superior á exibida pelos grânulos. No 
entanto a adsorção de grupos citratos na superfície das partículas comerciais modifica a sua 
carga superficial que se torna mais negativa. Observa-se também que na gama de valores 
de pH entre 5.4 e 7 as partículas comerciais de hidroxiapatite com citratos adsorvidos e os 
grânulos de Hap apresentam valores de potencial zeta muito próximos, o que sugere que 
estes dois tipos de partículas apresentam cargas superficiais comparáveis.  
A adsorção do fármaco na superfície das diferentes partículas em análise está caracterizada 
na Figura 46 que apresenta a variação da quantidade adsorvida de 5-FU por unidade de 
área superficial de partícula (µmoles/m2) com o tempo de imersão das partículas na 
solução de fármaco (250 mg/L). Observa-se que a quantidade de 5-FU adsorvida por 
unidade de área é superior quando as partículas não têm citratos adsorvidos (partículas Hap 
originais). Este resultado indica pois que a presença de citrato na superfície das partículas 
inibe a adsorção do fármaco.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Na molécula de 5-FU (Figura 47) dois dos átomos de hidrogénio estão ligados a dois 
átomos de nitrogénio e um outro a um átomo de carbono do anel de piramidina. Este 
composto é considerado um ácido fraco devido ao facto de ter dois átomos de hidrogénio 
ligados ao nitrogénio que são facilmente ionizados [91]. Tal como já foi referido a 
adsorção do fármaco foi conduzida numa solução a pH=5.2. Nessas condições de pH 
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espera-se que a molécula de 5-FU esteja, na sua maior parte, não 
dissociada, dado que, a pH=7.4, apenas 20% das moléculas de 5-
FU estão desprotonadas [91]. A adsorção do fármaco na 
superfície das partículas comerciais de hidroxiapatite que, a 
pH=5.2 (Figura 45), apresenta carga positiva, deve envolver 
ligações com átomos da molécula do fármaco que possuam 
electrões não compartilhados, disponíveis, ou seja átomos de O, 
N, ou F. Este raciocínio pode também explicar a menor 
reactividade adsortiva das superfícies com carga mais negativa, 
nomeadamente os grânulos porosos e as partículas comerciais com citratos pré-adsorvidos 
(Figura 46). No entanto o comportamento adsortivo destes dois tipos de partículas a 
pH=5.2 (Figura 46) mostra também que os grânulos porosos e as partículas com grupos 
citratos pré-adsorvidos, apesar de possuírem carga superficial semelhante a pH=5.2 (Figura 
45), adsorvem quantidades diferentes de 5-FU. Consequentemente conclui-se que além da 
carga superficial das partículas, outros factores deverão ser tomados em consideração para 
descrever detalhadamente os mecanismos de adsorção do fármaco. Por exemplo, a força de 
ligação dos grupos citratos à superfície de cada um dos dois tipos de partículas, os grânulos 
Gra3:1 e as comerciais tratadas com citratos, deverá ser presumivelmente diferente, 
atendendo às condições que regeram os processos de adsorção dos citratos em cada caso. 
Tal como já referido, os grânulos Gra3:1 foram preparados com nanoparticulas precipitadas 
a partir de soluções em que o cálcio existia complexo por citratos [138]. Neste caso os iões 
citrato estão fortemente ligados à superfície das partículas [138]. Comparativamente, as 
forças de ligação dos iões citrato à superfície das partículas comerciais serão menos 
intensas pelo que, neste caso, os iões citrato adsorvidos serão mais vulneráveis a processos 
de troca iónica com iões existentes na solução adjacente incluindo moléculas de 5-FU. A 
possibilidade da dessorção dos citratos, em maior extensão, durante o carregamento é pois 
uma hipótese que pode explicar a maior quantidade de 5-FU adsorvida pelas partículas 
comerciais previamente tratadas com citratos. 
 
 
 
 
Figura 47- Estrutura 
molecular do 5-FU 
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4.4. Mecanismos da adsorção do 5-FU nos grânulos 
 
Na Figura 48 apresenta-se a evolução do pH da solução de fármaco com o tempo de 
adsorção de 5-FU pelos grânulos Gra3:1. Observa-se que a curva de pH apresenta duas 
regiões distintas: uma região inicial correspondente às primeiras 24 horas em que o pH da 
solução apresenta oscilações significativas seguida de uma segunda região, mais extensa, 
em que se observa uma descida lenta e continua do pH até ao valor final de 5.8. A 
ampliação da região inicial da curva de pH (primeiras 24 horas, Figura 48) permite 
evidenciar que o pH da solução apresenta um aumento inicial repentino (de 5.2 até 6.03) 
que ocorre logo após a adição das partículas á solução. Atendendo a que os grânulos têm 
na sua superfície grupos citrato adsorvidos, a desorção de algumas dessas espécies 
negativas e a sua combinação com H+ da solução ácida envolvente poderá explicar o 
observado aumento de pH [58, 151]. Segundo o reportado na literatura a 25ºC e a pH 5.6 a 
espécie de ião citrato mais abundante em solução é HCit2- ao passo que a pH >8.0 
predomina a espécie Cit3- [58]. As nanoparticulas Hap3:1 constituintes dos grânulos Gra3:1 
foram preparadas em solução de citratos a pH=8.12. Por este facto pensa-se que a espécie 
Figura 48- Variação do valor de pH com o tempo de adsorção de 5-FU pelos 
grânulos Gra3:1 
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de citrato adsorvida é maioritariamente cit3-, possivelmente numa configuração bidentada. 
A desorção da espécie cit3- adsorvida poderá ser traduzida pela equação: 
                                 Cit3-ads.+ H+                          HCit2-Sol.                                         (Eq. 18) 
O andamento geral da curva de pH indica-nos que os fenómenos destabilizadores do pH da 
solução ocorrem fundamentalmente no primeiro dia de adsorção. 
Por outro lado, à medida que decorre a adsorção do fármaco na superfície dos grânulos, as 
características de carga superficial destas partículas vão-se modificando. A Figura 49 
documenta este facto: o potencial zeta dos grânulos diminui à medida que ocorre a 
adsorção do fármaco, o que indica que a superfície das partículas se vai tornando menos 
negativa á medida que o processo de adsorção tem lugar. Para além disso, as curvas de 
mobilidade electroforética mostram também que as alterações de carga superficial, na 
gama de valores de pH<6, são mais significativas durante o 1ºdia. Conciliando essa 
evidência com o facto de, tal como suportado pelos espectros de FTIR dos grânulos 
registados ao fim de diferentes tempos de adsorção de 5-FU (Figura 35), a quantidade de 
citratos adsorvidos diminuir com o tempo de imersão, mas mais significativamente ao 
longo do primeiro dia de adsorção, sugere-se o seguinte mecanismo: durante o primeiro dia 
de imersão dos grânulos na solução de fármaco, a adsorção de 5-FU na superfície das 
partículas ocorre em paralelo com a desorção de alguns grupos citratos o que globalmente 
contribui para o aumento da carga superficial das partículas que se torna menos negativa. 
Assim, as flutuações de pH observadas (Figura 48) durante o primeiro dia de adsorção 
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reflectem a dinâmica dos processos de desorção dos citratos e de adsorção de moléculas de 
5-FU pelos grânulos.  
Na Figura 50 apresenta-se uma ilustração esquemática deste mecanismo de adsorção do 
fármaco 5-FU pelos grânulos Gra3:1.  
 
 
Para melhor compreender o processo adsortivo do 5-FU na superfície dos grânulos Gra3:1, 
estudou-se a adsorção em duas soluções de fármaco (250mg/L) com pH estabilizado em 
valores diferentes. Para tal tamponizou-se a solução de fármaco com fosfato a pH=5.6 
(valor médio de gama de variação do pH da Figura 48) e a pH=7.4. Os resultados obtidos 
podem ser analisados na Figura 51: observa-se que ao pH mais elevado (7.4) a quantidade 
de 5-FU adsorvida é praticamente o dobro da correspondente ao pH 5.6. Esperar-se-ia que, 
a pH 7.4, a quantidade de fármaco adsorvida fosse inferior à observada a pH 5.6 pois a pH 
7.4 cerca de 20% das moléculas de 5-FU estão dissociadas, (pH 5.6 a dissociação é 
praticamente inexistente [91]) e a esse pH a superfície das partículas apresenta-se negativa, 
(como indicado no gráfico do potencial zeta (Figura 45)), pelo que, a pH 7.4, uma certa 
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quantidade de fármaco se encontra em condições desfavoráveis de adsorção por possuir 
carga eléctrica semelhante à da superfície dos grânulos.  
 
 
Atendendo, no entanto, a que os processos de equilíbrio em solução das diversas espécies 
de citratos são fortemente condicionadas pelo pH do meio, como já anteriormente referido, 
è possível que, a pH 7.4 a reacção  
                                                      Cit3+ads. Cit3+ sol.                             (Eq. 19) 
Seja dominante face à reacção  
                                                  Cit3+ads.+ H+ HCit2+ sol.                     (Eq. 20) 
que se sugeriu a pH 5.6 [58]. 
No seguimento destas ideias, se a extensão da reacção (equação 19) for significativamente 
diferente da da reacção (equação 20), a quantidade de locais activos Ca2+ libertada pela 
reacção (equação 19), propiciando assim condições acrescidas para a adsorção do fármaco. 
Esta tentativa de interpretação carece no entanto de estudos mais aprofundados sobre os 
processos de adsorção dos citratos e seus equilíbrios em solução. 
 
Figura 51- Variação da quantidade de 5-FU adsorvido por grânulos Gra3:1 em função 
do tempo de imersão á temperatura de 25ºC para a concentração de 5-FU de 250mg/L
(-Δ-) solução tampão de fosfatos pH 5.6 e (-◊-) solução de fosfatos a pH 7.4.  
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Tempo (h)
mm
ol
es
/m
2
pH 7.4
pH 5.6
Capítulo 3- Resultados e discussão 
___________________________________________________________________ 87 
4.4.1. Adsorção em grânulos tratados a 800ºC 
 
A Figura 52 compara os resultados experimentais obtidos nos ensaios de adsorção de 5-FU 
nos grânulos Gra3:1 e nos mesmos grânulos Gra3:1, após tratamento térmico a 800ºC (Gra3:1 
800), usando uma concentração de fármaco de 250 mg/L. Observa-se que a quantidade de 5-
FU adsorvida por unidade de área é superior no caso dos grânulos tratados termicamente a 
800ºC.  
 
Como já referido na secção 3.4 os grânulos Gra3:1 e os grânulos Gra3:1 800 tratados 
termicamente distinguem-se do ponto de vista morfológico (ver Figura 26a e Figura 26e), 
apresentam área superficial distinta (150 m2/g para os grânulos Gra3:1 e 6,15 m2/g para os 
grânulos Gra3:1 800) e possuem fases cristalinas diferentes: hidroxiapatite (pouco cristalina) 
no caso de Gra3:1 e uma mistura de hidroxiapatite e β-TCP (ambas com elevada 
cristalinidade) no caso dos grânulos tratados a 800ºC. Acresce ainda que, de acordo com a 
caracterização FTIR de ambos os grânulos (Figura 29a e Figura 29e), os grânulos tratados 
a 800ºC não evidenciam a presença de citratos.  
Complementarmente pode referir-se ainda que as micrografias de SEM dos dois tipos de 
grânulos em análise, obtidas após o processo de adsorção (Figura 53 e Figura 54), quando 
comparadas com as referentes aos grânulos originais (Figura 26a e Figura 26e) revelam 
Figura 52- Variação da quantidade de 5-FU adsorvida com o tempo de imersão para (-
□-) grânulos Gra3:1 e (-Δ-) para grânulos Gra3:1 800 tratados termicamente a 800ºC 
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3.00 um 
Figura 54- Micrografias de SEM dos 
grânulos (Gra3:1) tratados termicamente a 
800ºC após a adsorção de 5-FU 
3.00 µm 
Figura 53- Micrografias de SEM dos 
grânulos Gra3:1 após adsorção 
que o processo de adsorção não induz alterações de morfologia destes grânulos. Tendo em 
consideração esta informação e atendendo ao facto de não ter sido detectado qualquer 
aumento do teor de cálcio nas soluções de adsorção usadas com os dois tipos de grânulos 
que pudesse indicar fenómenos de dissolução, sugere-se que o facto determinante da 
diferente capacidade adsortiva dos dois tipos de grânulos seja a ausência/presença de 
citratos: a decomposição dos citratos durante o tratamento térmico a 800ºC liberta sítios 
activos para adsorção de 5-FU, justificando assim a maior capacidade adsortiva por 
unidade de área dos grânulos tratados termicamente.  
 
 
Em paralelo com este factor poderão naturalmente considerar-se outras causas possíveis. 
Por exemplo o facto dos Gra3:1 800 apresentarem uma nova fase cristalina, o β-TCP, como 
documentado no difractograma de RX apresentado no capitulo anterior, pode apontar no 
sentido de esta ser uma fase cristalina mais favorável á adsorção do 5-FU. Segundo os 
resultados reportados na literatura a hidroxiapatite e o β-TCP apresentam estruturas 
cristalográficas diferentes, sendo uma hexagonal e a outra romboédrica, respectivamente, e 
sendo diferentes os planos de maior densidade de iões cálcio e de iões fósforo nas duas 
estruturas [27]. É pois expectável que a aptidão adsortiva destas duas fases relativamente 
ao fármaco seja diferente. Os resultados de adsorção de 5-FU obtidos no presente estudo 
para os dois tipos de grânulos podem também reflectir estas diferenças.  
Adicionalmente, pode ainda referir-se que a grande actividade das amostras muito 
cristalinas (Gra3:1 800 tratadas termicamente) na adsorção do 5-FU, comparadas com os dos 
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grânulos pouco cristalinos (Gra3:1), pode também ser atribuída à presença de maior 
concentracção de defeitos na superfície que proporcionem lugares activos adicionais para a 
adsorção, defeitos esses provocados pelo tratamento térmico [68]. 
 
4.5. Atomização de suspensões de nanoparticulas de Hap em 5-
Flourouracil 
 
Não têm sido reportados, na literatura estudos sobre suportes inorgânicos do fármaco 5-
Fourouracil. Normalmente o composto anticancerigeno (5-FU) é incorporado num suporte 
polimérico por processos de atomização ou emulsão, ou ainda misturado e prensado 
obtendo-se tabletes de polímero e fármaco. Os suportes poliméricos utilizados com maior 
frequência são nomeadamente o PLGA, um protótipo poli(orto Ester) preparado com acido 
láctico, o PEG e o EudragitP-4135F [43, 91, 94, 101, 102, 152, 153]. No presente trabalho 
tentou-se preparar, num passo único, um suporte do fármaco 5-FU para posterior utilização 
em estudos de libertação do fármaco, recorrendo-se para tal à atomização de uma 
suspensão de Hap3:1 numa solução do fármaco 5-FU.  
Como se descreveu no procedimento experimental, a uma solução de 5-FU (250mg/L) 
foram adicionadas partículas de hidroxiapatite (~1% peso) de dimensões nanométricas 
(Hap3:1). A suspensão obtida foi atomizada e a análise do difractograma de raios-X das 
partículas atomizadas (Figura 55) revela que durante o processo de atomização se formam 
diferentes fases cristalinas: a bifosfamite (NH4H2PO4), o nitrato de amónio (NH4)(NO3), o 
oxido de amónio (NH4)2O, o acido nafetónico (C11H8O2), e a fluoroapatite (Ca5(PO4)3F). 
Esta diversidade de compostos de amónio indica que os iões amónio presentes nas 
partículas Hap3:1, em consequência do método utilizado na sua preparação (precipitação 
em solução aquosa contendo iões amónio), precipitam durante a atomização.  
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O espectro de FTIR das partículas atomizadas apresenta-se na Figura 56. Observam-se 
bandas a 472, 602, 962, 1034 e 1087 cm-1 correspondentes à vibração do grupo (PO4)3-, 
uma banda relativa á vibração do grupo OH- a 3450 cm-1 e a banda do grupo funcional NH 
a 3150 cm-1[43, 154]. Além destas, observam-se também a 545, 662, 1386 e 1406 cm-1 as 
bandas correspondentes à vibração (N-H) [154]. O pico a 743 cm-1 que pode ser atribuído á 
ligação OH-F, é característico de uma fluoroapatite [154], observação esta concordante 
com os resultados de DRX que evidenciam a presença de fluoroapatite nas partículas 
atomizadas. 
 
 
 
▲ 
▲ ▲ ▲ 
■ 
Figura 55- Difractograma de raios X correspondente (a) ao 5-FU e (b) ás 
partículas atomizadas com 5-FU;  
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A Figura 57, ilustra a morfologia das partículas obtidas. Observa-se que algumas partículas 
apresentam uma morfologia semelhante à de donuts. Porém o tamanho dessas partículas é 
inferior ao das obtidas por atomização de suspensões aquosas simples das nanoparticulas 
Hap3:1 (secção 3.1.2, Figura 18). A semelhança de morfologias sugere que os referidos 
donuts poderão corresponder à flouroapatite. De acordo com a literatura a morfologia dos 
cristais de fluoroapatite é variada e altamente sensível á concentração de flúor utilizado na 
sua preparação, podendo incluir desde prismas hexagonais alongados até formas esféricas 
[155]. Tal como já se referiu o 5-FU é uma molécula orgânica que possui um átomo de 
Figura 56-(a) Espectro de FTIR completo das partículas após o processo de 
atomização; (b) ampliação do espectro de FTIR para número de onda entre 400 e 
1600 cm-1 
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flúor ligado a um anel. Sabe-se que os iões flúor podem ser facilmente incorporados na 
estrutura da hidroxiapatite (por substituição dos grupos OH) e assim dar lugar à 
fluoroapatite [155]. Segundo a literatura é possível que uma parte dos iões OH- existentes 
nos planos ac, bc e ab da hidroxiapatite seja substituída por iões flúor, devido ao facto do 
raio do ião F- ser muito próximo do OH-, 0,133nm e 0,137nm, respectivamente [2]. No 
sistema em estudo, atendendo ao valor da temperatura de trabalho (180ºC) presume-se que 
a molécula de 5-FU se decompõe durante o processo de atomização propiciando a reacção 
do ião F- com a hidroxiapatite formando assim a fluoroapatite. 
Na Figura 57 para além das partículas com morfologia de donuts observa-se que existem 
também partículas com outras morfologias, que poderão corresponder a outras fases 
cristalinas, nomeadamente o oxido de amónio, a bifosfamite e o nitrato de amónio. 
Este processo de preparação não garante assim a integridade da molécula de fármaco. De 
facto esta situação não era esperada atendendo a que a analise térmica do composto 5-FU 
isolado (Figura 58), revela que este só se decompõe a temperaturas superiores à utilizada 
no presente processo de atomização. 
 
 
10.0µm 6.00µm 
2.00µm 1.00µm 
Figura 57- Imagens de SEM das partículas Hap3:1 atomizadas com 5-FU. A imagem 
(c) corresponde a uma amplificação da zona assinalada em (a). 
(a) (b) 
(c) (d) 
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Se a integridade da molécula do fármaco fosse salvaguardada, o método teria vantagem de 
permitir uma preparação do suporte relativamente rápida quando comparada com o 
processo analisado e discutido anteriormente, em que são necessárias 120 horas de tempo 
de adsorção do fármaco. É possível que uma optimização das condições processuais de 
atomização possibilite, a temperaturas inferiores às usadas, a preparação de grânulos com 
moléculas de fármaco 5-FU ligadas à sua superfície.  
Em conclusão o presente capítulo dedicou-se ao estudo da adsorção do fármaco 5-FU em 
partículas e grânulos com características diferentes. Observou-se que a estados de 
superfície diferentes corresponderam diferentes capacidades adsortivas do fármaco. Neste 
capítulo avaliou-se ainda a possibilidade de preparação de um suporte de fármaco por 
atomização de suspensões de nanopartículas de hidroxiapatite em 5-Flourouracil. Conclui-
se porém que, à temperatura actual de trabalho, a molécula do fármaco se degrada pelo que 
se deverão explorar outras condições de atomização que obviem este problema. Refira-se 
no entanto que os presentes resultados apontam a possibilidade de se usar a atomização 
para preparação de fluoroapatite a partir de nanopartículas de hidroxiapatite.  
Para os estudos de libertação do fármaco 5-FU cujos resultados serão apresentados no 
capítulo que se segue, do lote de materiais preparados seleccionaram-se os grânulos Gra3:1 
e os grânulos Gra3:1 800 por forma a dispor-se de materiais com diferente porosidade, 
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diferentes fases cristalinas e diferentes estados de superfície e assim avaliar a relevância 
destes parâmetros na libertação do fármaco. 
 
5. Estudos de libertação do 5-Flourouracil 
 
5.1. Libertação do 5-FU dos grânulos Gra3:1 
 
A Figura 59 (-a) mostra a quantidade de 5-flourouracil libertada por grânulos Gra3:1 em 
Figura 59- a) Variação da quantidade de 5-FU libertada por grânulos com o tempo de libertação 
para diferentes concentrações iniciais de fármaco na solução de carregamento: (-◊-) 0,5g/L; (-■-
) 1,5 g/L; (-▲-) 5g/L; (-×-) 10g/L; (b) velocidade de libertação do fármaco 5-FU por grânulos 
em função do tempo de imersão, correspondente à concentracção inicial de 5g/L. 
0
5
10
15
20
25
30
35
40
45
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tempo de imersão (h)
Q
ua
nt
id
ad
e 
de
 fá
rm
ac
o 
lib
er
ta
da
, Q
L
  (
%
)
0,5g/L
1,5g/L
5g/L
10g/L
0 10 20 30 130 140 150 160 170 180 190
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
dQ
L/d
t (
%
.h
-1
)
Tem po de im ersão (h)
(a) 
(b) 
Capítulo 3- Resultados e discussão 
___________________________________________________________________ 95 
função do tempo de libertação, expressa como percentagem da quantidade de fármaco 
inicialmente adsorvida pelos grânulos. Os ensaios de libertação foram realizados numa 
solução tampão de fosfatos a pH=7,4 e a 37ºC. Observa-se que as diferentes amostras 
carregadas com diferentes teores de fármaco apresentam três estágios de libertação: um 
estágio inicial de libertação rápida seguido de um segundo estágio de libertação mais lenta 
e, finalmente, um ultimo estágio em que a velocidade de libertação é muito lenta, 
praticamente nula. Este comportamento, comum às varias amostras carregadas em soluções 
com diferentes concentrações de 5-FU (0,5; 1,5; 5 e 10g/L) está tipificado pela derivada da 
curva de libertação correspondente à concentração de 5 g/L (Figura 59(-b)). A Figura 59(-
a) mostra também que a quantidade de 5-FU libertada é tanto maior quanto mais elevado 
for o carregamento dos grânulos, isto é, quanto maior a quantidade de fármaco adsorvida 
nos grânulos, maior é a quantidade libertada.  
Seleccionou-se a concentração de 5-Fluorouracil de 5g/L para aprofundar o estudo do 
processo de libertação de 5-FU pelos grânulos Gra3:1 com o tempo de libertação numa 
solução tampão de fosfatos. 
A Figura 60 ilustra a variação da concentração do cálcio (Figura 60 (a)) e do fósforo 
(Figura 60-(b)) na solução de libertação, com o decorrer da libertação do 5-FU e para um 
determinado teor inicial de fármaco adsorvido (obtido após carregamento numa solução 
com 5g/L de 5-FU). Observa-se uma certa diminuição da concentração de fósforo, mais 
acentuado no primeiro dia, acompanhada por um aumento global do teor de cálcio em 
solução. Convertendo as variações mássicas expressas pela Figura 40 nas equivalentes 
Figura 60- Variação da concentração do cálcio (a) e do fósforo (b) na solução de 
libertação, durante os primeiros sete dias de libertação do 5-FU 
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variações molares, constata-se que a uma subtracção global de ~0,026 mM/L de fósforo da 
solução corresponde um enriquecimento da mesma em cerca de ~0,029 mM/L de cálcio, 
tratando-se assim de variações molares com a mesma ordem de grandeza. Usando os 
gráficos das Figura 36 e Figura 59 podemos estimar a quantidade molar de 5-FU libertada 
na mesma solução e ao fim do mesmo período (7 dias) através do cálculo  
 
20% ×(0,5 mole de 5-FU / g de Gra3:1) × (50×10-3 de Gra3:1/ 0,1 L solução libertada) 
 
obtendo-se o valor 0,05mM de 5-FU/L solução de libertação. Para a interpretação dos 
presentes resultados sugere-se a seguinte ideia: partindo do pressuposto de que as 
moléculas de fármaco estão adsorvidas em locais Ca2+ da superfície (Ca2+sup) dos grânulos 
de Hap, a desorção das moléculas de 5-FU liberta os referidos locais que ficam aptos para 
adsorver novas espécies da solução envolvente, nomeadamente os iões fosfato, 
ocasionando assim a diminuição da concentracção de fósforo da solução. O facto de a 
solução de libertação evidenciar um enriquecimento em cálcio aponta no sentido de a 
desorção do fármaco ser acompanhada pela saída de algum cálcio da superfície dos 
grânulos, possivelmente ligado à molécula de fármaco. Segundo este raciocínio, a 
diferença entre as quantidades de fármaco e de cálcio libertadas seria uma medida da 
quantidade de locais activos Ca2+sup libertados, aptos a adsorver fosfatos, ou seja, da 
quantidade de fosfato subtraído à solução. Os valores atrás calculados suportam 
aceitavelmente bem esta ideia.  
Complementarmente a análise das curvas de mobilidade electroforética dos grânulos 
permite verificar que para o pH de 7.4 a que decorrem os ensaios de libertação, e após 24 
horas de libertação, a carga superficial dos grânulos torna-se mais negativa o que sugere 
que a superfície adquire novas espécies negativas que neste caso seriam possivelmente os 
grupos fosfatos. Após esse período de tempo a análise da Figura 61 mostra que nas 
condições do ensaio (pH=7.4) as alterações posteriores de carga superficial são muito 
menos significativas. Este comportamento parece estar relacionado com a quantidade de 5-
FU libertada que decai significativamente após o primeiro dia, tal como documentado na 
Figura 59. 
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5.2. Características dos grânulos Gra3:1 após libertação 
 
Na Figura 62 são apresentados os difractogramas de raios-X (DRX) dos grânulos obtidos 
após diferentes tempos de libertação do 5-FU. Não são visíveis alterações significativas no 
perfil dos picos, concluindo-se assim que a hidroxiapatite é a fase cristalina presente em 
todos eles.  
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Figura 61- Variação do potencial zeta com o pH para os grânulos após: 7dias de adsorção
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As características morfológicas exibidas pelos grânulos após diferentes tempos de imersão 
na solução de libertação estão ilustradas na Figura 63. Observa-se que, após diferentes 
períodos de libertação, os grânulos não evidenciam alterações de morfologia significativas  
Esta manutenção de morfologia indica que os grânulos, constituídos por agregados de 
nanoparticulas de Hap, não se desagregaram após permanência prolongada em diferentes 
soluções (tempo de carregamento seguido do tempo de libertação). Esta manutenção de 
morfologia pode ser interessante, pois segundo a literatura este tipo de configuração é 
adequada para ser usada em implantes devido às suas características especificas de 
1.50µm 
a) 
1.50µm 
b) 
Figura 63- Imagens de SEM dos grânulos após: (a) meio-dia de libertação e (b) 7 dias. 
Figura 62- Difracção de RX dos grânulos após o carregamento do fármaco e após 
diferentes dias na solução de libertação do 5-FU. 
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empacotamento, ao facto de não provocar reacções inflamatórias [40]. A desagregação dos 
grânulos poderia, por outro lado, causar inconvenientes: as partículas de dimensões muito 
reduzidas poderiam ser levadas pela corrente sanguínea e ficar retidas em outros órgão do 
corpo humano com consequências indesejadas, como por exemplo obstrução de veias ou 
artérias [40]. 
 
5.3. Efeitos da composição do meio no processo de libertação do 5-FU 
 
Realizaram-se estudos in vitro usando grânulos Gra3:1 e duas soluções tampão de fosfatos 
com forças iónicas diferentes (0M e 0,145 M de NaCl) a pH=7,4 e a 37ºC. Os resultados 
obtidos estão graficamente apresentados na Figura 64 que mostra a variação com o tempo 
da percentagem de fármaco 5-FU libertado numa solução tampão de fosfatos simples e 
numa solução tampão de fosfatos com NaCl. Da análise da Figura 64 verifica-se que a 
percentagem total de 5-FU libertada pelos grânulos é de 45% quando os testes são 
realizados numa solução de fosfatos isenta de NaCl e de 41% quando a força iónica da 
solução é de 0,145M. Por outro lado a própria velocidade de libertação do fármaco parece 
ser condicionada pela força iónica do meio. Este facto está claramente ilustrado na Figura 
Figura 64- Variação da percentagem de fármaco 5-FU libertado de grânulos com o tempo de 
imersão para (-□-) uma solução de força iónica 0M e (-◊-) uma solução de força iónica de 0,145M  
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65 onde se apresentam as velocidades de libertação do 5-FU em função do tempo: 
enquanto na solução isenta de NaCl se observa, desde o instante inicial, uma desaceleração 
gradual da taxa de libertação do fármaco, no meio de força iónica 0,145M ao primeiro 
máximo inicialmente observado segue-se um segundo máximo relativo ao fim de ~2 horas.  
 
Este comportamento parece indicar a existência de dois períodos consecutivos de elevada 
taxa de libertação de fármaco induzidos pela adição de NaCl ao meio de libertação. 
Tal como já se referiu, anteriormente, as moléculas de 5-FU adsorvem preferencialmente 
nos locais positivos da superfície dos grânulos. Quando os grânulos são colocados numa 
solução de libertação, o 5-FU é libertado para a solução deixando momentaneamente livres 
alguns locais com carga positiva (Ca2+sup). Na presença de iões Na+ e Cl- existentes na 
solução de libertação, os iões Cl- poderão disputar com os iões fosfato os locais deixados 
disponíveis pelas moléculas de 5-FU. Durante este processo deve também ocorrer a 
adsorção de iões Na+ à superfície dos grânulos visto que estes apresentam carga global 
negativa, mesmo após 7 dias de libertação. Estes diversos processos de interacção 
Figura 65- Curva derivada da percentagem de libertação do 5-FU com o tempo de 
imersão para (a) força iónica 0.145M e para (b) para força iónica de 0M. 
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envolvendo o 5-FU, os locais de adsorção nos grânulos e os iões da solução serão pois 
responsáveis pelas diferenças entre as duas curvas de libertação, evidenciando assim que a 
composição do meio de libertação do fármaco pode alterar o perfil de libertação do 
mesmo. È por conseguinte expectável que o perfil de libertação deste fármaco, in vivo, se 
registado, se apresente completamente alterado, o que aponta como mandatorio a 
realização de estudos in vivo para caracterizar a libertação deste fármaco. 
Nos DRX dos grânulos obtidos após os 7 dias de libertação em meios de força iónica 
diferente (0M e 0,145M em NaCl), detecta-se uma única fase cristalina que corresponde á 
hidroxiapatite (Figura 66). Refira-se no entanto que se observa um ligeiro incremento de 
cristalinidade nos grânulos que permaneceram na solução de fosfatos de força iónica 
superior (0,145M), Figura 66-b, facto este indiciado pela maior definição dos picos de 
difracção de RX (aumento de intensidade e diminuição de largura a meia altura). 
Estes resultados sugerem que á medida que decorre o processo de libertação de 5-
Flourouracil pelos grânulos de hidroxiapatite, em soluções tampão de fosfatos e na 
presença de iões Na+ e Cl-, ocorrem em simultâneo dois processos: o de libertação do 
fármaco e um outro, possivelmente de dissolução/ reprecipitação local. Segundo alguns 
autores podem ocorrer mecanismos de dissolução do fosfato de cálcio amorfo seguidos de 
nucleação de Hap cristalina e segundo outros a cristalização de fosfato de cálcio amorfo 
pode ocorrer por processos internos de rearranjo [29, 156]. A comprovação do mecanismo 
de dissolução e reprecipitação e/ou de rearranjo interno poderá ser suportada pela 
monitorização da variação da concentração do cálcio em solução em estudos futuros.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Capítulo 3- Resultados e discussão 
___________________________________________________________________ 102
 
5.4. Libertação do 5-FU por grânulos tratados termicamente a 800ºC  
 
Os resultados obtidos no estudo da libertação do fármaco adsorvido nos grânulos tratados 
termicamente estão representados na Figura 67. Os ensaios de libertação foram conduzidos 
numa solução tampão de fosfatos a pH 7.4 e a 37ºC. A comparação do comportamento dos 
grânulos, com e sem tratamento térmico, mostra que a quantidade total de fármaco 
libertada no primeiro caso (~9 mmoles/L) é claramente inferior à observada no segundo 
caso (~30 mmoles/L).  
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Por outro lado o tratamento térmico dos grânulos parece condicionar a velocidade de 
libertação do fármaco, como se pode observar na Figura 68, onde se apresentam as taxas 
de libertação do fármaco para os dois tipos de grânulos. Observa-se que a taxa de 
Figura 67- Variação da percentagem de fármaco libertado em função do tempo de 
libertação para: (-◊-) grânulos e (-□-) grânulos tratados termicamente a 800ºC 
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libertação que caracteriza os grânulos tratados a 800ºC, apresenta dois máximos, um nos 
instantes iniciais e o segundo por volta das 4 horas, ao passo que no caso dos grânulos não 
tratados a taxa de libertação do fármaco 5-FU vai gradualmente desacelerando. 
Atendendo a que, como já anteriormente analisado e discutido, o tratamento térmico dos 
grânulos induziu o aparecimento de uma nova fase cristalina, o β-TCP, e tendo em 
consideração que esta fase é mais solúvel do que a hidroxiapatite [157] avaliou-se o efeito 
do processo de libertação do fármaco na composição de fases das amostras. A Figura 69 e 
Figura 70 possibilitam essa avaliação. Observa-se que, no caso dos grânulos não tratados, 
não ocorrem alterações na composição de fases cristalinas (Figura 69-a e b) embora seja 
claramente visível uma diminuição de intensidade dos picos da única fase cristalina 
presente (hidroxiapatite). No que se refere aos grânulos tratados termicamente a 800ºC 
(Figura 70-a e b), uma das duas fases cristalinas presentes, a hidroxiapatite, deixa de ser 
detectada no DRX, observando-se apenas os picos de difracção correspondentes ao β-TCP 
que evidenciam uma diminuição de intensidade. Estes resultados apontam para a 
dissolução de uma das fases presentes nos grânulos tratados termicamente, a HAP, o que 
não se coaduna com os comportamentos referenciados na literatura segundo os quais o β-
TCP seria a fase a dissolver-se preferencialmente [15]. 
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Na Figura 71 são apresentadas as imagens de SEM dos grânulos após 7 dias de imersão 
numa solução de libertação. Comparando a morfologia dos grânulos Gra3:1, com e sem 
tratamento térmico (Figura 71- b e a, respectivamente), e tendo como referência a 
morfologia dos mesmos grânulos antes do inicio da libertação (Figura 26-a e f, 
Figura 70- Difracção de RX dos granulos tratados termicamente a 800ºC: (a) antes do 
processo de libertação; (b) após o processo de libertação numa solução de fosfatos 
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respectivamente) verifica-se que apenas no caso dos grânulos submetidos a 800ºC ocorrem 
alterações visíveis na microestrutura que parecem indiciar perda de material. Conjugando 
estes dados com a informação fornecida pelos difractogramas de RX dos dois tipos de 
grânulos, conclui-se que a referida perda de material se deve presumivelmente à dissolução 
da hidroxiapatite. Estes resultados, algo surpreendentes, podem ser vantajosos no campo 
das aplicações biomédicas visto que a fase que parece permanecer mais tempo sem se 
dissolver é o β-TCP e, segundo a literatura, esta fase tem a particularidade de possuir a 
capacidade de atrair os osteoblastos e assim contribuir para uma formação mais rápida do 
tecido ósseo [158].  
Têm sido realizados diversos estudos de libertação de variadas substâncias com materiais 
bifásicos, isto é, misturas de Hap e β-TCP, in vitro e/ou em meios celulares [119, 121, 
122]. Os resultados obtidos na caracterização do comportamento libertador do material 
bifásico e da sua eficácia antibacteriana revelaram-se por vezes contraditórios, denotando o 
efeito das diferentes condições experimentais usadas. Constata-se pois que, para se atingir 
a percepção real dos fenómenos que ocorrem na etapa de libertação de um fármaco è 
indispensável controlar-se com rigor as condições de libertação, e posteriormente recorrer 
a estudos in vivo por forma a avaliar efeitos dos variadíssimos factores que no corpo no 
corpo humano podem interferir de forma decisiva nos processos de libertação, inibindo-os 
ou acelerando-os. Embora tais estudos não figurassem como objectivo do presente 
trabalho, eles afiguram-se um complemento incontornável para melhor caracterizar o perfil 
de libertação do fármaco em análise.  
Os resultados apresentados e discutidos no presente capítulo permitem concluir que a 
quantidade de fármaco libertado bem como a sua taxa de libertação podem ser controlados 
através da manipulação das características dos grânulos, nomeadamente área superficial/ 
porosidade, composição de fases cristalinas e estado de superfície. Aos efeitos destes 
parâmetros somam-se ainda os efeitos da composição química de próprio meio de 
libertação, pois esta, ao condicionar os processos de adsorção/desorção na superfície do 
suporte libertado, interfere na desorção do fármaco modificando o seu perfil de libertação. 
No presente caso, as alterações do meio reflectem-se ainda em alterações de cristalinidade 
do material suporte.  
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No presente trabalho estudou-se a viabilidade de grânulos fosfocálcicos para aplicações 
como sistema de libertação do fármaco 5-FU, estudo este que compreendeu 
fundamentalmente as seguintes fases: (i) a precipitação de partículas de hidroxiapatite e 
sua atomização na forma de grânulos, (ii) a caracterização do comportamento adsortivo 
dos grânulos relativamente ao fármaco 5-FU e por fim (iii) a caracterização do processo de 
libertação do mesmo fármaco, in vitro.  
Na etapa de preparação de materiais produziram-se partículas nano e micrométricas de 
hidroxiapatite por precipitação, grânulos de hidroxiapatite por atomização e, por 
tratamento térmico destes, grânulos bifásicos de β-TCP e Hap. Os resultados obtidos 
permitiram identificar a importância de algumas condições experimentais subjacentes à 
precipitação das partículas, designadamente o pH e a presença de citratos no meio 
precipitante, não só no condicionamento da morfologia das partículas e grânulos mas 
também na determinação do estado de superfície das partículas e grânulos. Efectivamente 
os materiais produzidos no presente trabalho apresentam citratos adsorvidos que 
influenciam o comportamento adsortivo face ao 5-FU, ou seja, diminuem a capacidade 
adsortiva do material por ocuparem locais de superfície adequados à adsorção do fármaco. 
Este facto ficou claramente patenteado pelo aumento da capacidade adsortiva dos grânulos 
induzida pelo tratamento térmico dos mesmos a uma temperatura elevada, suficiente para 
decompor termicamente os citratos adsortivos, eliminando-os. A, caracterização do 
processo de adsorção do fármaco permitiu identificar um modelo matemático que 
quantifica adequadamente o fármaco adsorvido em função do tempo (modelo de pseudo 
segunda ordem), possibilitando assim a selecção das condições de carregamento 
necessárias (concentração do fármaco em solução e tempo de adsorção) para se obter um 
determinado teor de fármaco adsorvido. O facto de os grânulos possuírem citratos 
adsorvidos não conferiu heterogeneidade energética significativa aos locais de adsorção da 
superfície dos grânulos, pois a aplicabilidade da isotérmica de Langmuir aos dados de 
equilíbrio foi claramente observada. Por outro lado, observou-se que, em paralelo com a 
adsorção do 5-FU, ocorre a desorção dos citratos, libertando locais que são ocupados pelas 
moléculas do fármaco. Estes processos de adsorção/ desorção parecem no entanto 
condicionados pela configuração do ião citrato que, sendo fortemente dependente do pH do 
meio, pode explicar a variabilidade da capacidade adsortiva do fármaco com o pH da 
solução de 5-FU. 
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O estudo do processo de libertação do fármaco mostrou que, embora a desorção do 5-FU 
seja acompanhada pela perda de algum cálcio para o meio de libertação no caso dos 
grânulos de hidroxiapatite, o processo parece ser mais complexo nos grânulos bifásicos 
dada a aparente solubilização de uma das fases cristalinas (a hidroxiapatite) em detrimento 
da outra (o β-TCP). Esta diversidade de processos è também acompanhada de velocidades 
de libertação do fármaco distintas, apontando assim para a possibilidade de se controlar a 
velocidade de desorção do 5-FU através da escolha da composição de fases cristalinas do 
sistema libertador. Os efeitos da composição química do meio de libertação de, fármaco no 
teor e velocidade de libertação do fármaco evidenciaram a necessidade de estudos 
complementares visando a caracterização do comportamento dos actuais sistemas de 
libertação em meios celulares e, posteriormente, in vivo, que se afiguram indispensáveis 
para definir o verdadeiro perfil de libertação do fármaco em análise. 
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Anexo 1 
 
Cálculo do tamanho da molécula de 5-FU com o programa de 
computador CS chem3D Pro versão 4.0.1 
 
Para o cálculo do tamanho da molécula de 5-Flourouracil, utilizou-se o programa de 
computador CS Chem3D Pro, um programa standard, que permite optimizar a estrutura 
química da molécula em termos de energias. Primeiro 
desenhou-se a molécula de 5-FU num formato 3D. De 
seguida optimizou-se em termos energéticos mínimos a 
molécula. Os parâmetros utilizados para a optimização da 
estructura da molécula foram: 
 
Minimum RMS gradient = 0.1 
Potential function = MNDO 
 
 
 
Após a optimização da estrutura mediu-se as distancias interatómicas da estrutura 
resultante do cálculo. 
 
 
Figura 72- Representação 3D 
da molecula 5-FU obtida pelo 
programa CS chem3D Pro 
Figura 73- Página do programa com o esquema de obtenção da energia mínima para uma dada molécula 
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Para o cálculo do tamanho da molécula de 5-Flourouracil, utilizou-se o programa de 
computador CS Chem3D Pro, um programa standard, que permite optimizar a estrutura 
química da molécula em termos de energias. Primeiro 
desenhou-se a molécula de 5-FU num formato 3D. De 
seguida optimizou-se em termos energéticos mínimos a 
molécula. Os parâmetros utilizados para a optimização da 
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Minimum RMS gradient = 0.1 
Potential function = MNDO 
 
 
 
Após a optimização da estrutura mediu-se as distancias interatómicas da estrutura 
resultante do cálculo. 
 
 
Figura 1- Representação 3D da
molecula 5-FU obtida pelo
programa CS chem3D Pro 
Figura 2- Página do programa com o esquema de obtenção da energia mínima para uma dada molécula 
